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บทคัดย'อ 

การฟอกหนังเป6นอุตสาหกรรมพื้นฐานที่พบได�ทั่วโลกซึ่งมีการปลดปล�อยสารปนเป:;อนความเข�มข�นสูงท่ีเป6น
มลพิษและย�อยสลายทางชีวภาพได�ตํ่าออกมากับนํ้าท้ิงระหว�างกระบวนการฟอกหนัง นํามาสู�ป?ญหาในการกําจัด 
และหน่ึงในของเสียหลักท่ีมีการปลดปล�อยออกมาก็คือสารอินทรียB เช�น โปรตีนและคารBโบไฮเดรต ท่ีไปลดปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายนํ้าของแหล�งนํ้าได� โดยท่ัวไปการบําบัดนํ้าท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังจะใช�วิธีทางกายภาพ-เคมี 
และวิธีการทางชีวภาพ หรือใช�ทั้งสองวิธีร�วมกันแต�ก็ยังไม�สามารถกําจัดสารปนเป:;อนได�อย�างสมบูรณB โครงการวิจัย
น้ีจึงสนใจที่จะสร�างท�อบําบัดนํ้าท้ิงท่ีเกิดจากกระบวนการฟอกหนัง โดยในป'ที่หน่ึงจะมุ�งเปGาไปท่ีการหาแบคทีเรียใต�
ทะเลที่สามารถขับเอนไซมBโปรติเอสท่ีมีประสิทธิภาพสูงออกมานอกเซลลB เพื่อนํามาประยุกตBใช�ในการบําบัดนํ้าทิ้ง
จากกระบวนการฟอกหนังในรูปแบบท�อต�อไป ผลการทดลองพบแบคทีเรียจํานวน 2 ไอโซเลทที่สามารถผลิต
เอนไซมBโปรติเอสได� และมีการระบุชนิดจากคุณลักษณะทางชีวเคมีและลําดับนิวคลีโอไทดBในบริเวณอนุรักษBของช้ิน
ยีน 16S rRNA ได�เป6น Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus subtilis ตามลําดับ 

S. saprophyticus ขับเอนไซมBโปรติเอสที่สามารถทํางานได�ดีในค�าพีเอชช�วงกว�างคือ ค�าพีเอช 3.0-12.0 
และในช�วงอุณหภูมิ 10-80 องศาเซลเซียส เอนไซมBถูกทําบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 70 เท�า ด�วยการตกตะกอนเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 70-80 และคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'แบบคัดกรองขนาด พบเอนไซมBมีมวลโมเลกุล
สัมพัทธB 28 กิโลดาลตัน และมีความเสถียนในช�วงค�าพีเอชท่ีเป6นด�างคือ ค�าพีเอช 6.0-9.0 เป6นเวลา 6 ช่ัวโมง และ
ยังคงรักษาความเสถียรได�ในช�วงอุณหภูมิสูง 60-80 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง โลหะไอออน (Na+, Ba2+, 
Ca2+, Mg2+, Hg2+) ไม�ส�งผลต�อแอคติวิตีของเอนไซมBแต�กลับเสริมการทํางานของเอนไซมB นอกจากน้ียังพบว�า
เอนไซมBมีความเสถียรในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทB เช�น SDS, H2O2 และ Zeolite รวมท้ังรักษาความเสถียรได�ในตัวทํา
ละลายอินทรียBท่ีไม�มีข่ัว เช�น เบนซีน เฮกเซน เฮกซาเดคเคน อีกด�วย 

สําหรับเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ถูกทําบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 14 เท�า ด�วยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 80-90 และคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'แบบคัดกรองขนาดเช�นกัน เอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิมี
ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน และสามารถเร�งปฏิกิริยาได�ดีกับสับสเตรทอะโซเคซีนท่ีค�าพีเอช 11.0 และอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส โดยมีความเสถียรในค�าพีเอชช�วงด�างคือ ค�าพีเอช 8.0-11.0 เป6นเวลา 6 ช่ัวโมง และในช�วง
อุณหภูมิสูง 60-70 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง นอกจากน้ียังพบว�าตัวยับย้ัง ดีเทอรBเจนทB และสารฟอกขาว 
ไม�ส�งผลต�อการทํางานของเอนไซมB และเอนไซมBยังคงรักษาความเสถียรได�ในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียBท่ีไม�มี
ข้ัวและโลหะไอออนอีกด�วย 

จากสมบัติในการรักษาความเสถียรในค�าพีเอชและอุณหภูมิช�วงกว�าง และความสามารถในการเร�งปฏิกิริยา
ในสภาวะที่มีโลหะไอออน ตัวทําละลายอินทรียB และดีเทอรBเจนทB แสดงให�เห็นถึงศักยภาพของเอนไซมBโปรติเอสจาก
แบคทีเรียทั้งสองชนิดท่ีสามารถเป6นตัวเร�งปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับประยุกตBใช�ในระดับ
อุตสาหกรรมได� 

คําสําคัญ  การสลายทางชีวภาพ, การบําบัดของไหลท่ีเกิดจากการฟอกหนัง, เอนไซมBโปรติเอส  
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Abstract 
 
Leather tanning is a wide common industry all over the world. The high concentrations of 

pollutants with low biodegradability in tannery wastewater represent a serious and actual 
technological and environmental challenge. One of the majority wastes associated with leather-
making process is organic matter (e.g. proteins and carbohydrates) which is the depression of the 
dissolved oxygen content of stream waters caused by microbial decomposition. Tannery 
wastewater is generally treated by various physic-chemical and biological methods and by a 
combination of both, but often do not destroy contaminants. This study aims to construct an 
inline remover for tannery effluent treatment. Since proteases are envisaged to have extensive 
application in leather industry we initially focus on screening of marine bacterium that shows 
ability to secrete high potent protease. Two isolates were found to produce protease. 
Identification based on biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence identified the 
strains as Staphylococcus saprophyticus and Bacillus subtilis, respectively.  

S. saprophyticus secreted a broad range pH (pH 3.0-12.0) and temperature (10-80 °C) 
active protease. The protease was successfully purified 70-fold to homogeneity by 70-80% 
ammonium sulfate precipitation and gel-permeable column chromatography. The enzyme 
possessed a relative molecular mass of 28 kDa. The enzyme was stable at alkali pH (6.0-9.0) for 
6 h and a variety of high temperature between 60 and 80 °C for 72 h. Metal ions (Na+, Ba2+, 
Ca2+, Mg2+, Hg2+) did not affect the enzyme activity in contrast improve the activity. The enzyme 
was stable in detergents (SDS, H2O2, Zeolite etc.) and hydrophobic solvents (benzene, hexane, 
hexadecane etc.).  

The protease of B. subtilis was successfully purified 14-fold by 80-90% ammonium 
sulphate precipitation and gel-permeable column chromatography. The purified protease 
possessed a relative molecular mass of 30 kDa. Higher protease activity was determined at pH 
11.0 and 50 °C with azocasein as a substrate. The enzymes was stable at alkali pH (8.0-11.0) for 
6 h and at a variety of high temperature between 60 and 70 °C for 72 h. Protease inhibitors, 
detergents and bleaching agents did not affect the enzyme activity. The enzyme was also stable 
in hydrophobic solvents and metal ions. 

Broad range pH and temperature stability and ability to work in metal ions, solvents and 
detergents support the potential of both proteases as a vigorous biocatalyst for industrial 
applications.      

Keywords:  Biodegradation, Tannery effluent treatment, Protease  
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คาํอธิบายสญัลกัษณ%และคาํย'อท่ีใช&ในการวจิยั 

 
 %  = ร�อยละ 
 °C  = องศาเซลเซียส 
 ชม.  = ช่ัวโมง 
 dNTP  = Dideoxynucleotide 
 EC  = Enzyme committee 
 h  = hour 
 log Po/w = ค�าคงที่การกระจายตัวของตัวทําละลายอินทรียBในออคทานอลและนํ้า 
 pH  = ค�าความเป6นกรด-ด�าง, ค�าพีเอช 
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บทท่ี 1 
 

บทนาํ 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปSญหา 

การฟอกหนัง (Tanning) คือกระบวนการเตรียมพื้นผิวของหนังสัตวBให�พร�อมก�อนท่ีจะนํามาผลิตเป6นเครื่อง
หนัง ซึ่งเป6นหน่ึงในอุตสาหกรรมที่เก�าแก�ท่ีสุดในโลกและรองรับความต�องการของประชากรในทุกภาคส�วน เมื่อ
จํานวนประชากรเพิ่มสูงข้ึนส�งผลให�การใช�หนังฟอกน้ันมีความต�องการเพิ่มสูงข้ึนด�วย จึงนําไปสู�การขยายตัวของ
กิจการฟอกหนังจากกิจการระดับเล็กไปสู�อุตสาหกรรมระดับใหญ�ข้ึน สําหรับประเทศไทยที่จัดเป6น 1 ใน 4 ของ
ประเทศที่มีการส�งออกหนังฟอกและผลิตภัณฑBที่ทําจากเครื่องหนังมากที่สุดในโลก (Ramanujam et al., 2009) 
ประกอบกับนโยบายของภาครัฐที่ส�งเสริมให�ประเทศไทยเป6นเมืองแฟช่ันเส้ือผ�าและเครื่องแต�งกาย ทําให�
อุตสาหกรรมเครื่องหนังมีกําลังขยายตัวเพิ่มข้ึนด�วย จึงไม�สามารถหลีกเล่ียงกับป?ญหามลพิษที่จะตามมาได� ใน
กระบวนการฟอกหนังเริ่มจากวัตถุดิบท่ีเป6นหนังเค็ม (หนังแช�เกลือ) ผ�านขบวนการต�างๆ จนได�เป6นหนังสําเร็จพ�นสี
ที่พร�อมส�งจําหน�ายได�น้ันจําเป6นต�องมีการใช�วัตถุดิบเคมีภัณฑB พลังงาน และนํ้าเป6นจํานวนมาก ที่กลายเป6นของเสีย
ที่ทําให�เกิดป?ญหาส่ิงแวดล�อม เช�น นํ้าเสีย อากาศเสีย และกากของเสียจากการผลิต โดยพบว�าป?ญหาหลักของ
โรงงานฟอกหนังคือ นํ้าเสียที่มีโลหะหนักจากการฟอกโครมปนเป:;อนและกล่ินเหม็นที่ยังไม�สามารถแก�ไขได�อย�าง
เป6นการถาวร (Khan et al., 1999) 

กระบวนการฟอกหนังสามารถแบ�งออกได�เป6น 3 ข้ันตอนหลัก คือ (1) การเตรียมหนังก�อนฟอก (beam 
house process) ที่จะต�องมีการกําจัดส�วนที่ไม�ต�องการ เช�น ขนสัตวB เศษหนัง และคราบไขมันออกจากหนังดิบ
ก�อน เพื่อเตรียมหนังดิบให�อยู�ในสภาพที่พร�อมจะฟอก ในข้ันตอนน้ีจะมีการแช�นํ้าปูน กัดขนออกด�วยซัลไฟดBหรือ
เอนไซมBโปรติเอส (proteolytic enzymes) ขูดพังผืด แล�หนัง ล�างนํ้าปูน และบ�มหนังในนํ้ายาท่ีมีสารต�านการเจริญ
ของแบคทีเรียและเช้ือรา เช�น ไดไทโอคารBบาเมต (dithiocarbamate) หรือ 2-(ไทโอไซยาโนเมทิลไทโอ) เบนโซ
ไทอะโซล (2-(thiocyanomethylthio) benzothiazole) เป6นระยะเวลา 6 ชม. ถึง 12 วัน ซ่ึงมีการปล�อยนํ้าท้ิงที่
มีฤทธ์ิเป6นด�างอย�างแรงและมีส่ิงเจือปนท่ีเป6นสารจําพวกโปรตีนและไขมัน ตลอดจนสารเคมีที่ใช�ในข้ันตอน เช�น ปูน
ขาว สารลดแรงตึงผิว (surfactant) แอมโมเนียม (ammonium) อัลคาไลนB (alkaline) ซัลไฟดB (sulfide) และยา
ฆ�าเช้ือ เป6นต�น ออกมากับนํ้าทิ้ง (2) การฟอก (tanning process) คือการเปล่ียนสภาพหนังสัตวBดิบซ่ึงเน�าเป:�อยได�
ไปเป6นหนังสําเร็จที่มีความคงตัวกว�า ไม�เน�าเป:�อย และมีความทนทานต�อสภาพอากาศและนํ้าร�อน ซ่ึงในข้ันตอนน้ีจะ
มีการใช�สารเคมีบางชนิด ได�แก� ฝาด (vegetable tanning) โครเมียม (chrome tanning) ร�วมกับเอนไซมB 
โปรติเอสและสารเคมีอ่ืนๆ เข�าไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนคอลลาเจน (collagen) ในหนัง (Rao et al., 2002; 
Sundar et al., 2011) ซึ่งเคยมีรายงานว�ามีการเติมสารเคมีลงไปในข้ันตอนน้ีประมาณ 300 กิโลกรัมต�อหนังดิบ 1 
ตันเลยทีเดียว (Verheijen et al., 1996) โดยกระบวนการฟอกหนังด�วยโครเมียมหรือที่เรียกว�าการฟอกโครมน้ัน 
เป6นวิธีท่ีได�รับความนิยมมากกว�าการฟอกฝาดท่ีใช�แทนนิน (tannin) หรือสารสังเคราะหBเป6นตัวฟอก เน่ืองจากใช�
เวลาส้ัน สารเคมีราคาถูก และหนังท่ีผ�านการฟอกโดยวิธีน้ียังทนต�อความร�อนและความช้ืนได�ดีกว�า แต�ไม�ว�าจะใช�
การฟอกหนังด�วยวิธีใดก็มีความจําเป6นที่จะต�องทําการดองกรดเสียก�อนเพื่อปรับค�าพีเอชให�เหมาะสมกับปฏิกิริยา
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การฟอกหนัง ซ่ึงสารเคมีท่ัวไปท่ีนิยมใช�ในข้ันตอนน้ีคือ เกลือแกง กรดกํามะถัน และกรดฟอรBมิก (formic acid) 
และในระหว�างการฟอกอาจมีการเติมสารเคมีพิเศษ เช�น สารซักฟอกหรือสารช�วยตรึงโครเมียม ลงไปในระหว�างการ
ดองกรด เพื่อให�หนังจับโครเมียมได�ดีข้ึนและเพื่อลดปริมาณโครเมียมในนํ้าทิ้งท่ีเกิดจากกระบวนการฟอกหนัง แต�
ทั้งน้ีปริมาณของโลหะหนักโครเมียมท่ียังเหลือตกค�างในนํ้าทิ้งก็ยังคงอยู�ในระดับที่ค�อนข�างสูงอยู� เมื่อผ�านข้ันตอนน้ี
หนังจะถูกรีดนํ้าทําให�แห�ง เจียรผิวด�วยเครื่องตัดแต�งและคัดเลือกเพื่อเก็บไว�รอจําหน�ายหรือแปรรูปต�อไป (3) การ
ฟอกซํ้า ย�อมสี ให�นํ้ามัน และการตกแต�งหนัง (finishing process) เป6นข้ันตอนที่มักกระทํากับหนังที่ได�มาจากการ
ฟอกโครม โดยทําข้ึนเพื่อปรับปรุงคุณภาพหนังให�เหมาะสมกับความต�องการของตลาด ในการน้ีสารเคมีที่ใช�อาจ
เป6นโครเมียม, แทนนิน หรือซินแทน (ซึ่งเป6นสารที่สังเคราะหBข้ึน) ก็ได� (Durai and Rajasimman, 2011) จะเห็น
ได�ว�าการฟอกหนังเป6นกระบวนการแปรรูปหนังสัตวBที่อาศัยนํ้าและสารเคมีจํานวนมาก ท่ีอาจส�งผลให�เกิดการ
ตกค�างของคราบโปรตีน ไขมัน เกลือ สารแขวนลอย สารเคมี หรือโลหะหนัก โดยเฉพาะโครเมียมและซัลไฟดBมากับ
นํ้าทิ้งของโรงงานปริมาณสูง (Nandy et al., 1999; Uberoi, 2003) สําหรับประเทศไทยเคยมีรายงานพบการ
ตกค�างของสารแขวนลอยและโลหะหนักโครเมียมเฉล่ียปริมาณ 8,725 และ 13 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ในนํ้า
ทิ้งรวมจากอุตสาหกรรมฟอกหนัง (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2549)  

การบําบัดทางชีวภาพ เช่ือว�าเป6นวิธีการบําบัดนํ้าท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ดีท่ีสุดแต�มีข�อจํากัดในเรื่องของ
ความเสถียรและศักยภาพของแบคทีเรียที่ใช�ในระบบบําบัด (Jawahar et al., 1998; Kadam, 1990; Rajamani 
et al., 1995) จากปริมาณเกลือสูง (ร�อยละ 1-10 นํ้าหนักต�อปริมาตร) ท่ีพบในนํ้าท้ิงจากโรงงานฟอกหนัง ส�งผลลด
ประสิทธิภาพของการบําบัดทางชีวภาพนํ้าทิ้งจากกระบวนการฟอกหนังด�วยวิธีปกติน้ัน (Dhaneshwar, 1990) จึง
ทําให�แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได�ในสภาวะที่มีเกลือสูง (salt tolerant bacteria) เป6นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพในการบําบัดฯ ได� ซ่ึงเคยมีรายงานถึงการใช�แบคทีเรียทนเกลือทํางานร�วมกับแบคทีเรียธรรมชาติ
ในระบบบําบัดแบบแอคติเวทสลัดจB (activated sludge process) ที่ช�วยเพิ่มประสิทธิภาพในการบําบัดนํ้าท้ิงจาก
กระบวนการฟอกหนังได� (Hinteregger and Streichsbier, 1997; Kargi and Uygur, 1997; Kubo et a., 2001; 
Lefebvre et al., 2005; Moon et al., 2003; Santos et al., 2001; Sivaprakasarn et al., 2008) อย�างไรก็
ตาม เน่ืองจากองคBประกอบของนํ้าท้ิงที่มาจากกระบวนการฟอกหนังน้ัน ยังมีคราบโปรตีน ไขมัน สารเคมี และ
โลหะหนัก โดยเฉพาะโครเมียมในปริมาณสูงท่ีส�งผลต�อการเจริญและศักยภาพในการบําบัดของแบคทีเรียหรือ
เอนไซมBท่ีผลิตจากแบคทีเรียเหล�าน้ีปนมาอีกด�วย ด�วยเหตุน้ีโครงงานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะคัดแยกจุลินทรียBทนเกลือที่
มีศักยภาพในการผลิตเอนไซมBไลเพสและโปรติเอส ที่มีความเสถียรต�ออุณหภูมิสูง สภาวะที่มีเกลือ โครเมียม ซัลไฟดB 
และสารลดแรงตึงผิว เพื่อนํามาผลิตเป6นเอนไซมBตรึงหรือเซลลBตรึง ท่ีมีศักยภาพในการบําบัดนํ้าท้ิงสังเคราะหBที่
ออกแบบให�มีองคBประกอบคล�ายของไหลท่ีได�จากกระบวนการฟอกหนัง และออกแบบท�อบําบัดต�นแบบท่ีมี
ศักยภาพในการบําบัดฯ เพื่อเป6นองคBความรู�ใหม�ที่สามารถถ�ายทอดให�ภาคอุตสาหกรรมฟอกหนังนํามาพัฒนาต�อ
ยอดและใช�ในการบําบัดนํ้าท้ิงที่เกิดข้ึนต�อไปได�  
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1.2 วัตถุประสงค%ของการวิจัย (ปUที่ 1 ปUงบประมาณ พ.ศ. 2558) 
1) คัดเลือกจุลินทรียBชอบเกลือและอุณหภูมิสูง และทนโครเมียมท่ีสามารถผลิตเอนไซมBไลเพสหรือเอนไซมB 

โปรติเอส 
2) ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะและหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียBท่ีคัดแยกได�เพื่อเร�งให�เกิดการ

ผลิตเอนไซมBไลเพสหรือเอนไซมBโปรติเอสปริมาณสูง 
3) ทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะเอนไซมBไลเพสหรือเอนไซมBโปรติเอสที่ผลิตจากจุลินทรียBท่ีคัดแยกได� 
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข&อง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข&อง 

2.1.1 กระบวนการฟอกหนัง 
การฟอกหนัง (Tanning) คือกระบวนการเตรียมพื้นผิวของหนังสัตวBให�พร�อมก�อนท่ีจะนํามาผลิตเป6น

เครื่องหนัง ซึ่งเป6นหน่ึงในอุตสาหกรรมท่ีเก�าแก�ที่สุดในโลกและรองรับความต�องการของประชากรในทุกภาคส�วน 
เมื่อจํานวนประชากรเพิ่มสูงข้ึนส�งผลให�การใช�หนังฟอกน้ันมีความต�องการเพิ่มสูงข้ึนด�วย จึงนําไปสู�การขยายตัวของ
กิจการฟอกหนังจากกิจการระดับเล็กไปสู�อุตสาหกรรมระดับใหญ�ข้ึน สําหรับประเทศไทยที่จัดเป6น 1 ใน 4 ของ
ประเทศที่มีการส�งออกหนังฟอกและผลิตภัณฑBที่ทําจากเครื่องหนังมากที่สุดในโลก (Ramanujam et al., 2009) 
ประกอบกับนโยบายของภาครัฐที่ส�งเสริมให�ประเทศไทยเป6นเมืองแฟช่ันเส้ือผ�าและเครื่องแต�งกาย ทําให�
อุตสาหกรรมเครื่องหนังมีกําลังขยายตัวเพิ่มข้ึนด�วย จึงไม�สามารถหลีกเล่ียงกับป?ญหามลพิษที่จะตามมาได� ใน
กระบวนการฟอกหนังเริ่มจากวัตถุดิบท่ีเป6นหนังเค็ม (หนังแช�เกลือ) ผ�านขบวนการต�างๆ จนได�เป6นหนังสําเร็จพ�นสี
ที่พร�อมส�งจําหน�ายได�น้ันจําเป6นต�องมีการใช�วัตถุดิบเคมีภัณฑB พลังงาน และนํ้าเป6นจํานวนมาก ที่กลายเป6นของเสีย
ที่ทําให�เกิดป?ญหาส่ิงแวดล�อม เช�น นํ้าเสีย อากาศเสีย และกากของเสียจากการผลิต โดยพบว�าป?ญหาหลักของ
โรงงานฟอกหนังคือ นํ้าเสียที่มีโลหะหนักจากการฟอกโครมปนเป:;อนและกล่ินเหม็นที่ยังไม�สามารถแก�ไขได�อย�าง
เป6นการถาวร (Khan et al., 1999) 

กระบวนการฟอกหนังสามารถแบ�งออกได�เป6น 3 ข้ันตอนหลัก คือ  
(1) การเตรียมหนังก�อนฟอก (beam house process) ที่จะต�องมีการกําจัดส�วนท่ีไม�ต�องการ เช�น  

ขนสัตวB เศษหนัง และคราบไขมันออกจากหนังดิบก�อน เพื่อเตรียมหนังดิบให�อยู�ในสภาพที่พร�อมจะฟอก ในข้ันตอน
น้ีจะมีการแช�นํ้าปูน กัดขนออกด�วยซัลไฟดBหรือเอนไซมBโปรติเอส (proteolytic enzymes) ขูดพังผืด แล�หนัง ล�าง
นํ้าปูน และบ�มหนังในนํ้ายาท่ีมีสารต�านการเจริญของแบคทีเรียและเช้ือรา ที่นิยมใช�ได�แก� ไดไทโอคารBบาเมต 
(dithiocarbamate) หรือ 2-(ไทโอไซยาโนเมทิลไทโอ) เบนโซไทอะโซล (2-(thiocyanomethylthio) 
benzothiazole) เป6นระยะเวลา 6 ชม. ถึง 12 วัน ทําให�ในข้ันตอนน้ีมีการปล�อยนํ้าทิ้งท่ีมีฤทธ์ิเป6นด�างอย�างแรงท่ีมี
ส่ิงเจือปนที่เป6นสารจําพวกโปรตีนและไขมัน ขนสัตวB ตลอดจนสารเคมีท่ีใช�ในข้ันตอน เช�น ปูนขาว สารลดแรงตึงผิว 
(surfactant) แอมโมเนียม (ammonium) อัลคาไลนB (alkaline) ซัลไฟดB (sulfide) และยาฆ�าเช้ือ เป6นต�น ออกมา
กับนํ้าท้ิง  

(2) การฟอก (tanning process) คือการเปล่ียนสภาพหนังสัตวBดิบซ่ึงเน�าเป:�อยได�ไปเป6นหนังสําเร็จท่ีมี
ความคงตัวกว�า ไม�เน�าเป:�อย และมีความทนทานต�อสภาพอากาศและนํ้าร�อน ซึ่งในข้ันตอนน้ีจะมีการใช�สารเคมีบาง
ชนิด ได�แก� ฝาด (vegetable tanning) โครเมียม (chrome tanning) ร�วมกับเอนไซมBโปรติเอส และสารเคมีอ่ืนๆ 
เข�าไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนคอลลาเจน (collagen) ในหนัง (Rao et al., 2002; Sundar et al., 2011) ซึ่งเคยมี
รายงานว�ามีการเติมสารเคมีลงไปในข้ันตอนน้ีประมาณ 300 กิโลกรัมต�อหนังดิบ 1 ตันเลยทีเดียว (Verheijen et 
al., 1996) โดยกระบวนการฟอกหนังด�วยโครเมียมหรือท่ีเรียกว�าการฟอกโครมน้ัน เป6นวิธีที่ได�รับความนิยม
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มากกว�าการฟอกฝาดที่ใช�แทนนิน (tannin) หรือสารสังเคราะหBท่ีเป6นมิตรต�อส่ิงแวดล�อมเป6นตัวฟอก เน่ืองจากใช�
เวลาส้ัน สารเคมีราคาถูก และหนังท่ีผ�านการฟอกโดยวิธีน้ียังทนต�อความร�อนและความช้ืนได�ดีกว�า ซึ่งเคยมีรายงาน
พบว�าร�อยละ 90 ของอุตสาหกรรมฟอกหนังใช�วิธีการฟอกโครมในข้ันตอนน้ี (Ramanujam et al., 2009) แต�ไม�ว�า
การฟอกหนังจะดําเนินการโดยวิธีใด ก็มีความจําเป6นท่ีจะต�องทําการดองกรดเสียก�อนเพื่อปรับค�าพีเอชให�เหมาะสม
กับปฏิกิริยาการฟอกหนัง และสารเคมีทั่วไปท่ีนิยมใช�ในข้ันตอนน้ีคือ เกลือแกง กรดกํามะถัน และกรดฟอรBมิก 
(formic acid) ที่มีค�าพีเอชประมาณ 3.5-4.0 ประกอบกับในระหว�างการฟอกอาจมีการเติมสารเคมีพิเศษ เช�น สาร
ซักฟอกหรือสารช�วยตรึงโครเมียม ลงไปในระหว�างการดองกรด เพื่อให�หนังจับโครเมียมได�ดีข้ึนและเพื่อลดปริมาณ
โครเมียมในนํ้าท้ิงที่เกิดจากกระบวนการฟอกหนัง แต�ท้ังน้ีปริมาณของโลหะหนักโครเมียมท่ียังเหลือตกค�างในนํ้าทิ้ง
ที่มีความเป6นกรดก็ยังคงอยู�ในระดับที่ค�อนข�างสูงอยู� เมื่อผ�านข้ันตอนน้ีหนังจะถูกรีดนํ้าทําให�แห�ง เจียรผิวด�วยเครื่อง
ตัดแต�งและคัดเลือกเพื่อเก็บไว�รอจําหน�ายหรือแปรรูปต�อไป  

(3) การฟอกซ้ํา ย�อมสี ให�นํ้ามัน และการตกแต�งหนัง (finishing process) เป6นข้ันตอนที่มักกระทํากับ
หนังท่ีได�มาจากการฟอกโครม โดยทําข้ึนเพื่อปรับปรุงคุณภาพหนังให�เหมาะสมกับความต�องการของตลาด ในการน้ี
สารเคมีท่ีใช�อาจเป6นโครเมียม, แทนนิน หรือซินแทน (ซึ่งเป6นสารที่สังเคราะหBข้ึน) ก็ได� (Durai and Rajasimman, 
2011) จะเห็นได�ว�าการฟอกหนังเป6นกระบวนการแปรรูปหนังสัตวBท่ีอาศัยนํ้าและสารเคมีจํานวนมาก ท่ีอาจส�งผลให�
เกิดการตกค�างของคราบโปรตีน ไขมัน เกลือ สารแขวนลอย สารเคมี หรือโลหะหนัก โดยเฉพาะโครเมียมและ
ซัลไฟดBมากับนํ้าทิ้งของโรงงานปริมาณสูง (Nandy et al., 1999; Uberoi, 2003) สําหรับประเทศไทยเคยมี
รายงานพบการตกค�างของสารแขวนลอยและโลหะหนักโครเมียมเฉล่ียปริมาณ 8,725 และ 13 มิลลิกรัมต�อลิตร 
ตามลําดับ ในนํ้าทิ้งรวมจากอุตสาหกรรมฟอกหนัง (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2549)  

การบําบัดทางชีวภาพ เช่ือว�าเป6นวิธีการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ีดีท่ีสุดแต�มีข�อจํากัดใน
เรื่องของความเสถียรและศักยภาพของแบคทีเรียที่ใช�ในระบบบําบัด (Jawahar et al., 1998; Kadam, 1990; 
Rajamani et al., 1995) สําหรับนํ้าทิ้งจากกระบวนการฟอกหนังน้ัน เคยมีรายงานวิจัยถึงการใช� ระบบบําบัด 
MSBR (membrane sequencing batch reactor) บําบัดนํ้าทิ้งท่ีได�จากข้ันตอนการเตรียมหนังก�อนฟอกของ
โรงงานฟอกหนัง โดยเดินระบบต�อเน่ืองเป6นระยะเวลา 150 วันและไม�มีการกําจัดกากตะกอนออกระหว�างเดิน
ระบบ พบประสิทธิภาพของระบบในการกําจัดแอมโมเนียมเกือบสมบูรณB ขณะท่ีสามารถลดค�า COD (chemical 
oxygen demand) ได�ร�อยละ 90 และมีประสิทธิภาพในการกําจัดไนโตรเจนรวม (total nitrogen; TN) ในช�วง
ร�อยละ 60-90 (Goltara et al., 2003) หรือรายงานวิจัยของ Haydar และคณะ ในป' ค.ศ. 2007 ที่ใช�ระบบบําบัด
นํ้าทิ้งแบบแอคติเวทเตทสลัดจB (activated sludge process) ซ่ึงประกอบด�วยแทงกBเติมอากาศและถังตกตะกอน 
ที่มีดําเนินการของระบบบําบัดอย�างต�อเน่ืองเป6นเวลา 267 วัน บําบัดนํ้าท้ิงสังเคราะหBของกระบวนการฟอกหนัง 
พบว�าสามารถลดค�า BOD (biochemical oxygen demand) และ COD  ของนํ้าท้ิงได�ถึงร�อยละ 90 และ 80 
ตามลําดับ ในวันที่ 5 ของการเดินระบบ เป6นต�น  

จากปริมาณเกลือสูง (ร�อยละ 1-10 นํ้าหนักต�อปริมาตร) ที่พบในนํ้าทิ้งจากโรงงานฟอกหนัง ส�งผลลด
ประสิทธิภาพของการบําบัดทางชีวภาพนํ้าทิ้งจากกระบวนการฟอกหนังด�วยวิธีปกติน้ัน (Dhaneshwar, 1990) จึง
ทําให�แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได�ในสภาวะที่มีเกลือสูง (salt tolerant bacteria) เป6นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพในการบําบัดฯ ได� ซ่ึงเคยมีรายงานถึงการใช�แบคทีเรียทนเกลือทํางานร�วมกับแบคทีเรียธรรมชาติ
ในระบบบําบัดแบบแอคติเวทเตทสลัดจBท่ีช�วยเพิ่มประสิทธิภาพในการบําบัดนํ้าทิ้งจากกระบวนการฟอกหนังได� 
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(Hinteregger and Streichsbier, 1997; Kargi and Uygur, 1997; Kubo et a., 2001; Lefebvre et al., 
2005; Moon et al., 2003; Santos et al., 2001; Sivaprakasarn et al., 2008) อย�างไรก็ตาม เน่ืองจาก
องคBประกอบของนํ้าทิ้งที่มาจากกระบวนการฟอกหนังน้ัน ยังมีคราบโปรตีน ไขมัน สารเคมี และโลหะหนัก 
โดยเฉพาะโครเมียมในปริมาณสูงที่ส�งผลต�อการเจริญและศักยภาพในการบําบัดของแบคทีเรียหรือเอนไซมBที่ผลิต
จากแบคทีเรียเหล�าน้ีปนมาอีกด�วย จึงทําให�นักวิจัยส�วนใหญ�สนใจท่ีจะหาแบคทีเรียหรือเอนไซมBที่มีความเสถียรใน
สภาวะดังกล�าวมาทดลองใช�ในระบบบําบัดนํ้าทิ้งจากกระบวนการฟอกหนัง ดังตัวอย�างเช�น รายงานวิจัยของ Pillai 
และคณะ ในป' ค.ศ. 2011 ที่คัดแยก Bacillus subtilis P13 ท่ีสามารถขับเอนไซมBเซรีนโปรติเอส (serine 
protease) มาใช�กัดขนในข้ันตอนการเตรียมหนังก�อนฟอก รวมทั้งใช�ในการบําบัดขนสัตวBท่ีปนเป:;อนมากับนํ้าท้ิงที่
ได�จากข้ันการเตรียมหนังก�อนฟอก หรือรายงานวิจัยของ Sivaprakasam และคณะ ในป'เดียวกันที่ทดลองใช�
เอนไซมBโปรติเอสทนเกลือท่ีผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa BC1 ความเข�มข�นร�อยละ 2 (ปริมาตรต�อ
ปริมาตร) กําจัดโปรตีนที่ปนเป:;อนมากับนํ้าทิ้งของกระบวนการฟอกหนังได�ถึงร�อยละ 75 เม่ือทําการบําบัดเป6น
ระยะเวลา 6 ช่ัวโมง สําหรับการกําจัดโครเมียมออกจากนํ้าท้ิงของกระบวนการฟอกหนังน้ัน ได�เคยมีรายงานถึงการ
ใช� Bacillus subtilis ที่คัดแยกได�จากดินและนํ้าทิ้งในบริเวณใกล�แหล�งอุตสาหกรรมฟอกหนัง กําจัดโครเมียมท่ีอยู�
ในระบบบําบัดได�ถึงร�อยละ 92-98 (Adeel et al., 2012) และการใช�ตัวดูดซับ (adsorbent) เช�น  
แอคติเวทเตทคารBบอน (activated carbon) หรือวัสดุธรรมชาติท่ีได�ทางการเกษตร เช�น เศษหญ�าและ 
ข้ีเล่ือย ดูดซับโครเมียมท่ีตกค�างในนํ้าท้ิงจากกระบวนการฟอกหนัง เป6นต�น (Hamadia et al., 2001; Kadirvelu 
et al., 2001; Netzer et al., 1974; Ranganathan, 2000; Rao et al., 2002; Valdimir and Danish, 2002; 
Youssef et al., 2004)  

2.1.2 เอนไซม%โปรติเอส (ปราณี อ�านเปรื่อง, 2543) 

เอนไซมBโปรติเอส มีช่ือสามัญหลายช่ือได�แก� เพปติเดส (peptidase) โปรติเอส (protease) โปรติเนส 
(proteinase) เพปไทดBไฮโดรเลส (peptidehydrolase) และเอนไซมBโปรติโอไลติค (proteolytic enzyme) เร�ง
ปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทดBด�วยนํ้า (ภาพที่ 1) รวมทั้งสลายพันธะอ่ืนที่มีลักษณะคล�ายพันธะเพปไทดBแต�
ประกอบด�วยหมู�เคมีต�างไป เช�น เอไมดB (-NH2) เอสเทอรB (-COOR) ไทโอเอสเทอรB (-COSR) หรือไฮโดรซาเมท  
(-CONHOH) ในป?จจุบันสามารถจัดจําแนกเอนไซมBโปรติเอสออกได�เป6น 4 ชนิด ตามลักษณะการเร�งปฏิกิริยาและ
โครงสร�างของเอนไซมB ดังน้ี  

2.1.2.1 เซรีนโปรติเอส (serine protease)  

เซรีนโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.21 เป6นเอนไซมBที่ทํางานได�ดีในสภาวะท่ีเป6นด�าง 
ถูกยับย้ังได�ด�วยไดไอโซโพรพิลฟลูออโรฟอสเฟต (diisopropylfluorophosphate) ด�วยการเข�าไปทําปฏิกิริยากับ
หมู�ไฮดรอกซีของอนุมูลเซริล (seryl residue) ในบริเวณเร�งของเอนไซมB เซรีนโปรติเอสท้ังหมดจัดเป6นเอนโดเพปติ-
เดส (endopeptidase) ท่ีทํางานได�ดีในช�วงค�าพีเอชมากกว�า 7.0 (ค�าพีเอช 7-11) ตัวอย�างเอนไซมBโปรติเอสในกลุ�ม
น้ีได�แก� ซับทิลิซิน (subtilisin) EC 3.4.21.14 ที่จัดอยู�ในกลุ�มของแอลคาไลนBเซรีนโปรติเอส (alkaline serine 
protease) ที่แยกได�จาก Bacillus ท่ีรู�จักกันดีในช่ือของ ซับทิลิซินบีพีเอน (subtilisin BPN) หรือ นากาเรสซับทิโล
เพปทิเดสซี (nagarase subtilo-peptidase C)   
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ภาพท่ี 1 การสลายโปรตีนโดยเอนไซมBโปรติเอส (ดัดแปลงจาก Terrence and Osna, 2003) 
 

2.1.2.2 ไธออลโปรติเอส (thiol protease) 

ไธออลโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.22 เป6นกลุ�มเอนไซมBที่มีหมู�ซัลไฮดริล (-SH) อยู�ใน
บริเวณเร�งและอาจมีฮีสทิซิล (histisyl) รวมอยู�ด�วย ค�าพีเอชที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมBกลุ�มน้ีอยู�ในช�วง
เป6นกลาง คือ 6.0-7.5 และเป6นเอนไซมBท่ีค�อนข�างทนความร�อนได�ดี อาจจะทนความร�อนได�ถึง 60-80 องศา-
เซลเซียส ท่ีค�าพีเอชเป6นกลาง แต�มักเสียสภาพที่ค�าพีเอชน�อยกว�า 4 ไธออลโปรติเอส เป6นกลุ�มเอนไซมBที่ย�อยสลาย
พันธะเพปไทดBของโปรตีนที่ถูกยับย้ังการทํางานได�โดยสารซัลไฮดริล (sulphydryl reagent) หรือสารกลุ�มไธออล 
(thiol groups) เช�น พารา-คลอโรเมอรBคิวริเบนโซเอท (p-chloromercuribenzoate หรือ pCMB) ไอโอโดอะซิ-
ทาไมดB-เอน-เอทิลมาเลอิไมดB (idoacetamide-N-ethyl maleimide) เป6นต�น (Verachtert and de Mot, 1990) 
สารยับย้ังจะทําลายอนุมูลซัลไฮดริลท่ีบริเวณเร�งของเอนไซมBจนสูญเสียการทํางานได� ในบางคร้ังจึงเรียกเอนไซมB
กลุ�มน้ีว�า ซัลไฮดริลโปรติเนส ตัวอย�างของเอนไซมโปรติเนสกลุ�มน้ี เช�น ปาเปน (papain) (EC 3.4.22.2) จากยาง
มะละกอ และโบรมิเลน (bromelain) จากสับปะรด เป6นต�น 

2.1.2.3 แอซิดโปรติเอส (acid protease)  

แอซิดโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.23 เป6นเอนไซมBที่มีช�วงการทํางานเหมาะสมอยู�
ในช�วงค�าพีเอชท่ีเป6นกรด โดยทั่วไปจะอยู�ในช�วงค�าพีเอชระหว�าง 2 และ 4 โดยมีความจําเพาะกับกรดอะมิโน
ชนิดอะโรมาติก (aromatic amino acid) แต�จะถูกยับย้ังการทํางานด�วยสารประกอบเพปสเตอิน ไดอะโซอะเซติล 
นาเลซีนเมทิล เอสเทอรB (pepstain diazoacetyl norlecine- methyl ester) แอซิดโปรติเอสจากจุลินทรียBแบ�ง
ออกเป6น 2 กลุ�มย�อย คือ เพปซินไลคBเอนไซมB (pepsin-like enzyme) เป6นเอนไซมBท่ีผลิตโดย Aspergillus sp. 
Penicllium sp. และ Rhizopus sp. และ เรนนินไลคBเอนไซมB (rennin-like enzyme) ซึ่งมีกิจกรรมที่ใกล�เคียงกับ
คาลBฟ ไคโมซิน (calf-chymosin) ที่ผลิตจาก Mucor pusillus, Endothia purasitica และ A. miehei (Fogarty 
and Kelly, 1990) 

 
 

โปรตเิอส + H2O 

พันธะ           
เพปไทดB 
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2.1.2.4 เมทัลโลโปรติเอส (metalloprotease)  

เมทัลโลโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.24 เป6นเอนไซมBท่ีมีไอออนของโลหะรวมอยู�
ภายในโมเลกุลของเอนไซมB หรือช�วยในปฏิกิริยาการเร�งสลาย เช�น Zn2+ เอนไซมBน้ีทําการตัดสายพอลิเพปไทดBจาก
ปลาย (exopeptidase) โดยทําปฏิกิริยาได�ดีที่ค�าพีเอชเป6นกลาง (ค�าพีเอช 5.6-7.5) ซึ่งอาจเรียกว�า นิวทรัลโปรติ-
เอส (neutralprotease) ก็ได� และเน่ืองจากมีไอออนของโลหะร�วมในปฏิกิริยาจึงมักถูกยับย้ังได�ด�วยสารดึงโลหะ 
(metel chelating agents) เช�น เอทิลลีนไดอะมีนเททราอะซิติก (ethylenediaminetetraacetic; EDTA) และ 
วันเทนฟ'แนนโทรลิน (1,10-phenanthrolin) (Pero et al., 1990) แต�สารประกอบท่ีมีกํามะถัน หรือไดไอโซโพร-
พิลฟลูออโรฟอสเฟต(diisopropylfluorophosphate; DIFP) ไม�สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซมBกลุ�มน้ีได� 
ตัวอย�างเอนไซมBโปรติเอสในกลุ�มน้ี เช�น คารBบอกซีเพปติเดสเทอรBโมไลซินคอลลาจีเนส (carboxypeptidase 
thermolysin collagenase) เป6นต�น (Verachtert and de Mot, 1990) 

2.1.3 กลไกการเร'งปฏิกิริยาของเอนไซม%โปรติเอส (http://www.rosehulman.edu/~brandtChem330/ 
Enzyme_ mech_ examples .pdf) 

กลไกการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสที่จะยกตัวอย�างในหัวข�อน้ีคือ กลไกการเร�งปฏิกิริยาของ
เซรีนโปรติเอส ที่เพิ่มอัตราการสลายพันธะเพปไทดBได� 1010 เท�า เม่ือเปรียบเทียบกับในสภาวะท่ีไม�มีตัวเร�งปฏิกิริยา 
บริเวณเร�งของเซรีนโปรติเอสประกอบด�วยกรดอะมิโน 3 เรซิดิว ท่ีทําหน�าที่สําคัญ คือ เซรีน ฮิสติดีน และแอสปา-
เตท และเป6นบริเวณอนุรักษBของเซรีนโปรติเอสเกือบทุกชนิด กลไกการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�นจาก
การเข�าจับของเอนไซมBกับสับสเตรท จากน้ัน อิเล็กตรอนของฮิสติดีนจะเข�าสร�างพันธะกับอะตอมไฮโดรเจนของ 
เซรีน ทําให�เซรีนแสดงความเป6นนิวคลีโอไฟลB (nucleophile) ท่ีสามารถสร�างพันธะโคเวเลนทBกับหมู�คารBบอนิลของ
พันธะเพปไทดBในสับสเตรท ส�งผลให�ประจุลบของออกซิเจนบนหมู�คารBบอนิลของเพปไทดBสามารถสร�างพันธะ
ไฮโดรเจนกับโปรตอนของหมู�เอไมดB เกิดบริเวณที่เรียกว�า ออกซียานไอออน โฮล (oxyanion hole) ที่ทําให�เกิดการ
เร�งปฏิกิริยาการสลายต�อไป โดยหมู� N-H ในพันธะเพปไทดBของสารต้ังต�น จะเกิดส�งถ�ายอิเล็กตรอนให�กับอะตอม
ไนโตรเจนในสายโซ�ข�างของฮิสติดีน ทําให�พันธะเพปไทดBของสับสเตรทแตกออก จากน้ันพันธะเอสเทอรBระหว�าง 
เพปไทดBและอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโนเซรีน จะเกิดการสลายได�เป6นเพปไทดBท่ีมีหมู�คารBบอนิล และหมู� 
ไฮดรอกซีของกรดอะมิโนเซรีนคืนกลับมา สุดท�ายเอนไซมBก็จะหลุดออกจากสับสเตรทและกลับมาอยู�ในรูปท่ีพร�อม
เร�งปฏิกิริยาต�อไป (ภาพท่ี 2) 
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 ภาพท่ี 2 แสดงกลไกการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอส (Hedstrom, 2002) 
 

2.1.4 แหล'งผลิตของเอนไซม%โปรติเอส (มยุรฉัตร เอกธรรมกิจ และสุจิตรา ยนตBสิงหB, 2548) 

2.1.4.1 เอนไซมBโปรติเอสจากพืช  

การผลิตโปรติเอสจากพืชมีข�อจํากัดหลายประการ เช�น ใช�เวลานานและพื้นท่ีมาก อย�างไรก็
ตามมีเอนไซมBโปรติเอสหลายชนิดจากพืชท่ีผลิตและใช�กันอย�างแพร�หลาย เช�น ปาเปนจากยางมะละกอ ท่ีทํางานได�
ดีในช�วงค�าพีเอชระหว�าง 5 และ 9 และมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิ 80 ถึง 90 องศาเซลเซียส หรือ โบรมิเลนจาก
สับปะรด ซ่ึงเป6นเอนไซมBท่ีมีสมบัติคล�ายกับซีสเทอีนโปรติเอส และทํางานได�ดีในช�วงค�าพีเอชระหว�าง 5 และ 9 
สําหรับเคราติเนส (keratinase) เป6นเอนไซมBท่ีย�อยสลายผมและขนแกะมักนําไปใช�ปGองกันการอุดตันในระบบบําบัด
นํ้าเสีย 

2.1.4.2 เอนไซมBโปรติเอสจากสัตวB  

ส�วนใหญ�มาจากตับอ�อนของสัตวB ตัวอย�างโปรติเอสจากสัตวB เช�น ทริปซิน (trypsin) จาก
กระเพาะที่ใช�ในอุตสาหกรรมอาหารและการผลิตยา ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) จากตับท่ีใช�ในการตรวจ
วินิจฉัยโรคจึงเป6นเอนไซมBท่ีมีราคาแพง ใช�ในอุตสาหกรรมย�อยพันธะเพปไทดBในอาหารที่มีส�วนประกอบของนม
สําหรับผู�ท่ีมีอาการแพ�โปรตีนจากนํ้านม เพปซิน (pepsin) จากกระเพาะของสัตวBซึ่งสามารถทํางานได�ดีในช�วงค�า 
พีเอชระหว�าง 1 และ 2 และเรนนิน (rennin) จากกระเพาะลูกวัว ที่ใช�อย�างกว�างขวางในอุตสาหกรรมนม ทําให�
ผลิตภัณฑBนมมีความคงตัว เพิ่มกล่ินและรสชาติให�ดีขึ้น 

2.1.4.3 เอนไซมBโปรติเอสจากจุลินทรียB 

แม�ว�าเอนไซมBโปรติเอสจะพบได�ทั้งในพืช สัตวB และจุลินทรียB แต�ในป?จจุบันแหล�งผลิตของ
เอนไซมBโปรติเอสท่ีมีขายในเชิงการค�าส�วนใหญ�มักมาจากจุลินทรียBโดยเฉพาะแบคทีเรีย แบคทีเรียสามารถเจริญ
อย�างรวดเร็ว และยังควบคุมการเจริญได�ง�าย นอกจากน้ียังมีต�นทุนในการเล้ียงท่ีตํ่ากว�าพืชและสัตวB อุตสาหกรรม
ส�วนใหญ�จึงนิยมนําแบคทีเรียมาเล้ียงเพื่อผลิตเอนไซมBมาใช� เพราะแบคทีเรียมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ซับซ�อน
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น�อยกว�าราและไวรัส และสภาวะในการเล้ียงก็ง�าย เน่ืองจากเอนไซมBโปรติเอสที่ได�จากพืชและสัตวBไม�สามารถ
ตอบสนองต�อความต�องการของโลกในป?จจุบันจึงทําให�เกิดความสนใจเอนไซมBโปรติเอสท่ีมาจากจุลินทรียBมากข้ึน 
และจุลินทรียBน้ันก็เป6นแหล�งท่ีดีของเอนไซมBโปรติเอส เน่ืองจากมีความหลากหลายทางชีวเคมีและมีการดัดแปลง
พันธุกรรมได�ง�าย และมีคุณลักษณะเฉพาะที่เหมาะสมในการนําไปประยุกตBใช�ทางด�านเทคโนโลยีชีวภาพ (Rao et 
al., 1998) 

เอนไซมBโปรติเอสท่ีจําหน�ายในเชิงการค�าส�วนใหญ�เป6นพวกนิวทรัลและอัลคาไลนBโปรติเอสที่
ผลิตจากจุลินทรียBสายพันธุB Bacillus เอนไซมBนิวทรัลโปรติเอสมักมีการทํางานได�ในช�วงค�าพีเอชแคบ (ค�าพีเอช 5-8) 
และสามารถทนอุณหภูมิสูงได�ค�อนข�างตํ่า ส�วนเอนไซมBอัลคาไลนBโปรติเอสท่ีมีลักษณะเฉพาะคือ สามารถทํางานได�ที่
ค�าพีเอชสูงๆ (ค�าพีเอช 10) มีความจําเพาะต�อสับสเตรท และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานประมาณ 60 
องศาเซลเซียส ด�วยสมบัติเหล�าน้ีของเอนไซมBอัลคาไลนBโปรติเอส จึงทําให�มีความเหมาะสมที่จะนําไปประยุกตBใช�ใน
อุตสาหกรรมการผลิตผงซักฟอก (Rao et al., 1998) 

จากความรู�ทางด�านเทคโนโลยีชีวภาพที่มีการพัฒนาตลอดและความต�องการเอนไซมBท่ีมี
คุณลักษณะเฉพาะใหม� ทําให�นักเทคโนโลยีชีวภาพยังคงสนใจท่ีจะค�นหาเอนไซมBโปรติเอสจากแหล�งผลิตใหม� (Sana 
et al., 2006) ท่ีสามารถทนต�อสภาวะท่ีรุนแรงในกระบวนการอุตสาหกรรม เช�น ในสภาวะท่ีมีการใช�เกลือ ค�าพีเอช
ที่สูงหรือตํ่าเกินไปและอุณหภูมิสูง 

แบคทีเรียใต�ทะเลเป6นแหล�งผลิตเอนไซมBชนิดใหม�ที่กําลังได�รับความนิยม ซึ่งมีการค�นพบการ
ผลิตเอนไซมBหลายชนิดท่ีสามารถนํามาใช�เร�งปฏิกิริยาในระดับอุตสาหกรรม เช�น โปรติเอส, ไคติเนส (chitinase), 
เอสเทอเรส (esterase), ไลเพส (lipase), อะไมเลส (amylase), อะกาเรส (agarase) และ เอริลซัลฟาเตส 
(arylsulphatase) ทั้งน้ีเน่ืองจากแบคทีเรียใต�ทะเล อาศัยอยู�ในสภาวะแวดล�อมท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพ 
และอาจพบการปนเป:;อนของสารเคมีจึงทําให�สามารถปรับตัวเพื่อความอยู�รอดได�ดีกว�าแบคทีเรียท่ีพบบนบก (Sana 
et al., 2006)  

2.1.5 การประยุกต%ใช&เอนไซม%โปรติเอสในระดับอุตสาหกรรม (วทัญ�ุตา ภู�โยทิน, 2544) 

เอนไซมBโปรติเอสถูกจัดเป6นเอนไซมBในกลุ�มไฮโดรเลสที่มีบทบาทโดยตรงในอุตสาหกรรม และมีการใช�
อย�างกว�างขวางในป?จจุบันถึงร�อยละ 60 ของเอนไซมBท้ังหมดท่ีใช� (Rao et al., 1998) ดังสรุปตัวอย�างอุตสาหกรรม
ที่มีการใช�เอนไซมBโปรติเอสเร�งปฏิกิริยาได�ในตารางท่ี 1 

2.1.5.1 เบเกอรี 

สําหรับเอนไซมBโปรติเอสท่ีนํามาประยุกตBใช�ในการผลิตเบเกอรี มีวัตถุประสงคBสําคัญ 2 
ประการ คือ เพื่อปรับปรุงให�มีกลูเตนในโดลB (dough) สูง (Outtrup and Boyce, 1990) ในการทําขนมป?งกรอบ 
แคร็กเกอรB (cracker) และ บีสกิต (biscuit) ส�วนมากจะใช�แอซิดโปรติเอสจากเช้ือรา โดยโปรติเอสจะทําให�กลูเตน
ถูกย�อยสลายจึงทําให�ไม�เกิดการกักเก็บอากาศในโดลBระหว�างการหมักด�วยยีสตB จึงทําให�โดลBไม�พอง เมื่อนําไปอบจะ
ได�เน้ือสัมผัส (texture) ที่กรอบมาก โปรติเอสท่ีใช�เช�น นิวทรัลโปรติเอส จาก Bacillus amyloliquefaciens และ
ใช�เพื่อให�ขนมป?งมีรสชาติที่ดีขึ้น จากกล่ินของกรดอะมิโนท่ีได�รับจากการสลาย (Poutanen, 1997) 
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ตารางที่ 1 การใช�เอนไซมBโปรติเอสในอุตสาหกรรม  

ประเภทของอุตสาหกรรม วัตถุประสงคBในการใช� แหล�งผลิต
เอนไซมB 

ชนิดของเอนไซมB 
โปรติเอสที่ใช� 

1. เบเกอรี การทําขนมป?งกรอบ  รา แอซิดโปรติเอสและ
นิวทรัลโปรติเอส 

2. การผลิตเบียรB ทําให�เบียรBใสข้ึน รา, แบคทีเรีย ปาเปน, โบรมิเลน,  
เพปซิน, 
 

3. ธัญชาติ ใช�ในข้ันตอนการแปรรูป
เครื่องปรุงรส 

รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน,  
เพปซิน 

4. ผลิตภัณฑBจากนม รักษารสชาติของผลิตภัณฑB  
ย�อยโปรตีนในนม 
รักษาคุณภาพและช�วยในการ
ระเหยของนม 

รา, แบคทีเรีย เอนไซมBจากนํ้าย�อย, 
ปาเปน, โบมิเลน, เพปซิน 

5. การผลิตอาหารสัตวB เพิ่มคุณค�าทางโภชนาการ              
ของวัตถุดิบอาหารสัตวB 

รา, แบคทีเรีย เอนไซมBจากนํ้าย�อย,  
เพปซิน 

6. การแปรรูปผลิตภัณฑBเน้ือ
และปลา  

ทําให�เน้ือมีความนุ�ม  
 

รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน 

7. อุตสาหกรรมยาและทางการ
แพทยB 

ช�วยในการย�อย รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน 

8. การฟอกหนัง ทําให�หนังมีความนุ�มและช�วย
กําจัดขน 

รา, แบคทีเรีย 
 

เอนไซมBจากนํ้าย�อย, 
ปาเบน 
 

9. การผลิตผงซักฟอก ขจัดคราบโปรตีนและส่ิง
สกปรก 

รา, แบคทีเรีย แอลคาไลนBโปรติเอส 

ที่มา: Miller and Litsky, 1976 อ�างอิงใน อภิรดี อุดมสิน, 2546  

2.1.5.2 การผลิตเบียรB 

ในอุตสาหกรรมการหมักเบียรBหรือผลิตเบียรB นิยมนําเอนไซมBโปรติเอสมาใช�เพื่อวัตถุประสงคB
สําคัญ 2 ประการ คือ ใช�ในข้ันตอนการผลิต มีการนํานิวทรัลโปรติเอสจากแบคทีเรียมาเติมในการหมักเพื่อเพิ่ม
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระสําหรับการเจริญของยีสตB เป6นการปรับปรุงคุณภาพเบียรBให�ดีข้ึน และใช�เพื่อช�วยให�นํ้า
เบียรBมีความใส เพราะในข้ันตอนการเก็บเบียรBจะเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่าและมักจะเกิดความขุ�น ท่ีเกิดจากสารประกอบ 
โพลีฟ'นอล คารBโบไฮเดรต และโปรตีนในเบียรB การใส�โปรติเอสลงไปจะช�วยทําให�เบียรBมีความใสมากข้ึน 
(Aunstrup, 1979) 
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2.1.5.3 การผลิตอาหารสัตวB 

วัตถุประสงคBในการเสริมเอนไซมBโปรติเอสลงในอาหารสัตวBน้ัน เพื่อเพิ่มคุณค�าทางโภชนาการ
ของวัตถุดิบอาหารสัตวB  ในลูกสัตวBที่เพิ่งหย�านม (weaning animals) จะเป6นอีกกลุ�มท่ีควรเสริมเอนไซมBลงใน
อาหาร เน่ืองจากทางเดินอาหารยังไม�คุ�นเคยกับสารอาหารชนิดใหม� ทําให�การผลิตเอนไซมBย�อยสารอาหารต�างๆ ยัง
ไม�สมบูรณB จึงควรเสริมเอนไซมBจําพวกโปรติเอสลงไปด�วย เพื่อช�วยให�การย�อยอาหารและดูดซึมอาหารเป6นไปอย�าง
มีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากน้ีการเติมเอนไซมBโปรติเอสลงในอาหารสัตวBยังช�วยกําจัดสารขัดขวางโภชนะ 
(antinutritional factors; ANFs) เน่ืองจากในวัตถุดิบอาหารสัตวBหลายๆ ชนิด นอกจากจะมีสารอาหารท่ีให�
ประโยชนBต�อการดํารงชีวิตของสัตวBแล�ว ยังมีองคBประกอบที่ก�อให�เกิดโทษต�อสุขภาพสัตวBด�วย เรียกสารเหล�าน้ีว�า
สารขัดขวางโภชนะ ยกตัวอย�างเช�น สารชีวโมเลกุลในกลุ�มโปรตีนซ่ึงพบมากในพืชตระกูลถ่ัว มีสมบัติไปยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซมBทริปซินในทางเดินอาหารของสัตวB ทําให�สัตวBย�อยและดูดซึมโปรตีนไปใช�ได�น�อยลง จึงได�มีการ
เติมเอนไซมBโปรติเอสลงไปช�วยย�อยโปรตีนในพืชตระกูลถ่ัวน้ี 

2.1.5.4 การแปรรูปผลิตภัณฑBเน้ือและปลา 

การแปรรูปผลิตภัณฑBจากเน้ือสัตวB เน่ืองจากผู�บริโภคชอบเน้ือสัตวBท่ีมีความนุ�มและไม�เหนียว
โดยเฉพาะเน้ือวัว ดังน้ันการทําให�เน้ือนุ�มสามารถทําได�โดยการเก็บรักษาเน้ือท่ีได�จากซากสัตวBภายหลังการฆ�าไว�ใน
ห�องเย็นเป6นเวลาหลายสัปดาหB เพื่อให�โปรตีนในเน้ือสัตวBเกิดการเร�งสลายตัวเอง (autocatalysis) มีการใช�โปรติเอส
เพื่อไปไฮโดรไลซBโปรตีนที่เป6นส�วนประกอบของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน (fibrous protein) ทําให�เน้ือมีความนุ�มได�ดีมาก 
วิธีการทําได�โดยฉีดเอนไซมBเข�าไปในซากสัตวBภายหลังการฆ�าสัตวBแล�ว เพื่อให�เอนไซมBกระจายไปทั่วทั้งตัวสัตวB อาจ
ทําการป?;มเข�าทางหลอดเลือด ภายหลังจากเลือดได�ไหลออกจากตัวสัตวBหมดแล�ว เพื่อให�เน้ือสัตวBมีความนุ�ม 

2.1.5.5 การฟอกหนัง 

ในการฟอกหนังนิยมนําเอนไซมBโปรติเอสมาใช�เพื่อวัตถุประสงคBในการกําจัดขนสัตวB โดยมีการ
นําเซรีนโปรติเอสจากจุลินทรียBมาใช�แทนสารเคมี เช�น โปรติเอสชอบเค็มจาก Bacillus sp. ข�อดีของการใช�โปรติ-
เอส ในข้ันตอนการกําจัดขนสัตวB คือ ลดป?ญหาการบําบัดของเสียจากโรงงานเน่ืองจากสารเคมีซึ่งมีต�นทุนสูง และทํา
ให�หนังสัตวBมีความนุ�มและยืดหยุ�น โดยมีการนําเซรีนโปรติเอสจากแบคทีเรียมาใช�แทนเอนไซมBจากสัตวBแต�ไม�ได�ผลดี
นัก ในป' ค.ศ 1970 จึงมีการนําเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียมาใช�แทนการใช�ทริปซินและเพนครีเอทิน 
(pancreatin) ท่ีรวมท้ังมีการใช�แอลคาไลนBโปรติเอสจาก Aspergillus oryzea, B. amyloliquefaciens,  
B. licheniformis ที่มีขายในป?จจุบันในช่ือการค�า ได�แก� PIN, Pyrase, Novocor ตามลําดับ (วทัญ�ุตา ภู�โยทิน, 
2544)  

2.1.5.6 การสังเคราะหBเพปไทดB (จิตติมา เจริญพานิช, 2552)  

ในป?จจุบันนิยมนําเพปไทดBมาใช�ในอุตสาหกรรมท่ีหลากหลายอาทิเช�น เครื่องด่ืมท่ีผสมกรดอะ
มิโน โปรตีนไฮโดรไลเซท (protein hydrolysate) สารให�ความหวานเทียมในรูปของไดเพปไทดBซ่ึงในการสังเคราะหB
จะใช�เอนไซมBโปรติเอสเร�งปฎิกิริยาในทิศทางการผันกลับของปฏิกิริยาการสลาย ที่จะเกิดปฏิกิริยาในสภาวะที่มีนํ้า
น�อยหรือในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรียB และต�องการเอนไซมB  โปรติเอสที่มีความเสถียรในสภาวะที่มีตัวทํา
ละลายอินทรียBและช�วงค�าพีเอชกว�าง  
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2.1.5.7 การทําซีอ้ิวและเนยแข็ง 

ในการทําซีอ้ิว (soy sauce) มีการใช�เอนไซมBโปรติเอสย�อยสลายโปรตีนในถ่ัวเหลือง เช�น การ
ใช�โปรติเอสจาก Aspergillus oryzae และ A. sojae หรือมีการใช�เอนไซมBเรนเนตจากกระเพาะลูกวัว ในการทํา
เนยแข็งที่ทําให�เกิดการตกตะกอนของนํ้านมอย�างรวดเร็วในค�าพีเอชที่เป6นกลางซ่ึงมีการสลายตัวของโปรตีนใน
นํ้านมตํ่า แต�จากข�อจํากัดในเรื่องราคาทําให�ในป?จจุบันนิยมนําเอนไซมBโปรติเอสจากจุลินทรียBที่มีลักษณะใกล�เคียง
มาใช�แทน เช�น เรนนินไลคBเอนไซมBจาก Mucor miechi, M. pusillus และ Endothai parasitica 

2.1.5.8 การผลิตผงซักฟอก (วทัญ�ุตา ภู�โยทิน, 2544) 

ผงซักฟอกจะประกอบไปด�วยส�วนประกอบหลักๆ คือ สารลดแรงตึงผิว (surfactants หรือ สารกําจัด
คราบสกปรก) สารซักล�าง (detergent) สารท่ีใช�รักษาระดับความเป6นด�าง (alkaline builder) เป6นต�น เส้ือผ�าที่
สกปรกจะดูดซับส่ิงสกปรกจากส่ิงแวดล�อม หรือจากร�างกายท่ีมีท้ังคราบโปรตีน คารBโบไฮเดรต และไขมัน ซึ่งใน
สภาวะการซักฟอก ความร�อน ความเป6นด�าง สารลดแรงตึงผิว และสารกําจัดคราบสกปรกจะช�วยขจัดคราบออกได� 
แต�โปรตีนไม�สามารถถูกขจัดออกไปได� และยังคงติดอยู�กับเส�นใยผ�า เพราะโปรตีนจะแข็งตัวเป6นก�อน และไม�ละลาย
ที่ค�าพีเอชเป6นด�าง (ค�าพีเอช 9-10) การใช�เอนไซมBโปรติเอสในผงซักฟอกสามารถนํามาใช�แก�ป?ญหาได� เพราะ
เอนไซมBจะย�อยโปรตีนที่เกาะอยู�บนเส้ือผ�า ทําให�ผงซักฟอกมีประสิทธิภาพในการซักล�างมากข้ึน สําหรับเอนไซมBที่
จะนําไปประยุกตBใช�ในอุตสาหกรรมผงซักฟอก จะต�องสามารถทํางานและมีความเสถียรต�อส�วนประกอบต�างๆ ที่
เป6นส�วนผสมของผงซักฟอก เช�น ต�องมีความเสถียรในสารลดแรงตึงผิว สารซักล�าง และสารฟอกขาว ซึ่งสารเหล�าน้ี
เป6นส�วนประกอบหลักๆ ในผงซักฟอก นอกจากน้ีเอนไซมBยังต�องมีสภาวะท่ีใช�ในการซัก เช�น มีความเสถียรในช�วงพี
เอชท่ีเป6นด�าง (alkaline protease) และต�องเสถียรต�ออุณหภูมิท่ีใช�ในการซัก 

2.2   ขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในปUที่ 1  
การดําเนินการวิจัยในป'ท่ี 1 ของโครงการวิจัยน้ีแบ�งออกเป6น 3 ข้ันตอนหลักคือ (1) การคัดเลือกจุลินทรียB

ชอบเกลือและอุณหภูมิสูง และทนโครเมียมท่ีสามารถผลิตเอนไซมBไลเพสหรือเอนไซมBโปรติเอส (2) การศึกษาคุณ
ลักษณะเฉพาะและหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียBที่คัดแยกได�เพื่อเร�งให�เกิดการผลิตเอนไซมBไลเพส
หรือเอนไซมBโปรติเอสปริมาณสูง และ (3) การทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะเอนไซมBไลเพสหรือเอนไซมB 
โปรติเอสท่ีผลิตจากจุลินทรียBที่คัดแยกได� ซึ่งสามารถสรุปแผนงานตลอดโครงการได�ดังภาพที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 ภาพรวมขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในโครงการ

การคัดเลือกและระบุชนิดจุลินทรียBท่ีสามารถผลิตเอนไซมBไลเพสหรือโปรติเอส 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะและหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียBท่ีคัดแยกได� 

การทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซมBที่ผลิตได�จากจุลินทรียB 
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดําเนนิการวจิยั 
 

3.1 ตัวอย'างท่ีใช&ในการทดลอง 

ตัวอย�างท่ีใช�ในการทดลองแบ�งเป6น 2 ประเภท คือ ตัวอย�างดินในบริเวณบ�อนํ้าพุร�อน และตัวอย�างตะกอน
ทะเลจากทะเลในเขตอ�าวไทย ทําการเก็บตัวอย�างจํานวน 10 กรัม โดยใช�พล่ัวตักที่ความลึกลงไป 10 ซม. จาก
พื้นผิว เก็บเข�าหลอดปลายแหลมและแช�เย็นไว�ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระท่ังนํามาคัดแยกแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสได� โดยจะเก็บตัวอย�างไว�ไม�เกินหน่ึงสัปดาหB ตารางท่ี 2 สรุปแหล�งท่ีมาของตัวอย�างที่
ใช�ในการทดลอง 

ตารางที่ 2 แหล�งของตัวอย�างที่ใช�ในการทดลอง 

ตัวอย�างที่ แหล�งของตัวอย�าง 

1 บ�อนํ้าพุร�อนแจ�ซ�อน จังหวัดลําปาง 
2 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 
3 ทะเลบ�านกรูด จังหวัดประจวบคีรีขันธB 

3.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม%โปรติเอส 
ช่ังตัวอย�างดินหรือตะกอนทะเล อย�างละ 1 กรัม ลงในขวดรูปชมพู�ขนาด 100  มิลลิลิตร ที่มีนํ้ากล่ันฆ�าเช้ือ

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายตัวอย�างและทําการเจือจางตัวอย�าง 5 เท�า และ 10 เท�า ในนํ้ากล่ันฆ�าเช้ือปริมาตร 1 
มิลลิลิตร จากน้ันนําตัวอย�างที่ไม�ได�เจือจาง, เจือจาง 5 เท�า และ 10 เท�า ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายให�
ทั่ว (spread) บนอาหารแข็งนิวเทรียนสB (Nutrient agar) สําหรับตัวอย�างดิน และบนอาหารแข็งมารีน (Marine 
agar) สําหรับตัวอย�างตะกอนทะเล บ�มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญเลือกโคโลนี
เด่ียวที่มีลักษณะโคโลนีและสีหรือรูปร�างแตกต�างกัน มาทําให�บริสุทธ์ิโดยการเล้ียงซํ้าบนอาหารแข็งชนิดเดิมจนไม�
พบการปนเป:;อนของเช้ือโคโลนีอ่ืน 

นําเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดแยกได�ข�างต�น มาทดสอบการย�อยโปรตีนโดยนํามาเพาะเช้ือแบบลงเช้ือตําแหน�งเดียว 
(point inoculation) บนอาหารแข็งสกิมมิลลB (skim milk) ที่ประกอบไปด�วยผงสกิมมิลลB (skim milk powder) 
ร�อยละ 1 (นํ้าหนักต�อปริมาตร), เปปโทน (peptone) ร�อยละ 1.5 (นํ้าหนักต�อปริมาตร), ยีสตBเอ็กซBแทรค ร�อยละ 
0.25 (นํ้าหนักต�อปริมาตร), กลูโคส (glucose) ร�อยละ 0.1 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) และ NaCl ร�อยละ 2.5 (นํ้าหนัก
ต�อปริมาตร) นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เลือกไอโซเลทท่ีให�บริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนี มาวัด
ความกว�างของบริเวณใสเทียบกับความกว�างของโคโลนีทุก ๆ 12 ช่ัวโมง เป6นเวลา 3 วัน พร�อมทั้งตรวจสอบแอคติ
วิ-ตีของเอนไซมBโปรติเอสที่ขับออกมานอกเซลลBของเช้ือที่เล้ียงเจริญในอาหารเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
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เซลเซียส เป6นเวลา 24 ช่ัวโมง ตามวิธีท่ีจะอธิบายในหัวข�อ 3.3 เลือกไอโซเลทที่แสดงค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติ
เอสสูงที่สุดมาทําการระบุชนิดต�อไป 

3.3 การวิเคราะห%ปริมาณโปรตีนและค'าแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

3.3.1 การวิเคราะห%ปริมาณโปรตีน 

การวิเคราะหBปริมาณโปรตีนจะใช�วิธีของ Bradford (1976) โดยการผสมสารละลายโปรตีนตัวอย�าง 5 
ไมโครลิตรกับสารละลายแบรดฟอรBด (Bradford reagent; BioRad) ปริมาตร 245 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว�ที่
อุณหภูมิห�องเป6นเวลา 5 นาที จากน้ันนํามาวัดค�าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร และคํานวณ
เทียบความเข�มข�นโปรตีนกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA (ภาคผนวกท่ี 1) 

3.3.2 การวิเคราะห%ค'าแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส  

ดูดเช้ือเจริญปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ทําการแยกเซลลBออก โดยการป?�นเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ
ต�อนาที เป6นเวลา 3 นาที นําส�วนใสซึ่งเรียกว�าส�วนสกัดเอนไซมBมาติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสด�วย
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะโซเคซีน (azocasein hydrolysis) (นิตยา เยาวBแสง, 2552) โดยทําการผสมอะโซเคซีน 
ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับ ส�วนสกัดเอนไซมB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว�
ให�ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล  เป6นเวลา 10 นาที  จากน้ันหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดไตรคลอโรอะ
ซิติก (trichloroacetic acid) ความเข�มข�น 0.4 โมลารB ท้ิงไว� 15 นาที ป?�นเหว่ียงตะกอนอะโซเคซีนที่ไม�ทําปฏิกิริยา
ออกด�วยความเร็ว 8,000 รอบต�อนาที เป6นเวลา 5 นาที ดูดส�วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยากับ
สารละลายโซเดียมคารBบอเนต (Na2CO3) ความเข�มข�น 0.4 โมลารB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสารโฟลิน (folin 
reagent) อัตราส�วน 1:1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว�เป6นเวลา 10 นาที แล�วนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร คํานวณเทียบค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสกับกราฟมาตรฐานของ L-tyrosine 
(ภาคผนวกท่ี 2) ในการวัดค�าแอคติวิตีแต�ละครั้งจะทําซ้ํา 3 ครั้ง โดยกําหนดให� 1 หน�วยเอนไซมBคือ ปริมาณ
เอนไซมBท่ีใช�เร�งปฏิกิริยาแล�วทําให�เกิดผลิตภัณฑB 1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาทีในสภาวะท่ีกําหนด   

3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียใต&ทะเลที่ผลิตเอนไซม%โปรติเอส 
การระบุชนิดของแบคทีเรียใต�ทะเลผลิตเอนไซมBโปรติเอสท่ีคัดแยกได�จะใช�ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

คุณลักษณะทางชีวเคมี ตามวิธีของ “API Skills Bacterial Identification Method” และลําดับนิวคลีโอไทดBของ
ช้ินยีน 16S rRNA (Weisburg et al., 1991) ทําการเพิ่มปริมาณช้ินยีน 16S rRNA โดยเทคนิคพีซีอารB ท่ีใช�คู� 
ไพรเมอรBท่ีออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทดBบริเวณอนุรักษBของยีน 16S rRNA ของ Escherichia coli ที่ตําแหน�ง
เบส 22-41 และ 1066-1085 (Precigou et al., 2004) โดยสารละลายผสมที่ใช�ทําปฏิกิริยาพีซีอารB (ปริมาตร
ทั้งหมด  100  ไมโครลิตร) ต�อหน่ึงตัวอย�าง ประกอบด�วยโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม dNTP แต�ละชนิดที่
ความเข�มข�น 0.2 มิลลิโมลารB MgCl2 ความเข�มข�น 1.5 มิลลิโมลารB ไพรเมอรBแต�ละสายท่ีความเข�มข�น 0.8 ไมโคร- 
โมลารB บัฟเฟอรB PCR ความเข�มข�น 1X และเอนไซมBแทคดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (Taq DNA polymerase) 2.5 หน�วย  
(เติมทีหลัง) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทําในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช�โปรแกรมต�อไปน้ี คือ ความร�อนเร่ิมต�นที่  
95 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 10 นาที จากน้ันหยุดเครื่องช่ัวคราว เพื่อเติมเอนไซมBแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ต�อมา
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ทําปฏิกิริยาจํานวน 30 รอบ ท่ีประกอบด�วยข้ันการแยกสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 30  
วินาที การจับของไพรเมอรBที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 45 วินาที และการต�อสายดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 90 วินาที และข้ันสุดท�ายของการต�อสายท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 7  
นาที ทําบริสุทธ์ิผลิตภัณฑBพีซีอารBท่ีได� (ขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส) โดยใช�ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเจล GF-1 GEL  
DNA RECOVERT KIT (Vivantis) ตามวิธีท่ีแนะนําจากบริษัท จากน้ันเช่ือมผลิตภัณฑBพีซีอารBที่เตรียมได�เข�าสู�ดีเอ็น
เอพาหะ pTG19T ท่ีมีปลายโอลิโกไทมีน ทรานสBฟอรBมเข�าสู� E.coli DH5α และสกัดพลาสมิดสายผสมท่ีได�ด�วยชุด
สกัดพลาสมิด GF-1  PLASMID  DNA  EXTRACTION  KIT (Vivantis) นําพลาสมิดสายผสมที่ผ�านการยืนยันว�ามี
ช้ินยีน 16S rRNA  ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได�แต�ละสายพันธุB ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดBตามวิธีไดดีออกซีนิวคลีโอ-
ไทดB (Sanger et al., 1977) เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดBที่ได� (Basic  local  alignment  
search  tool; BLAST)  กับลําดับนิวคลีโอไทดBท่ีมีในฐานข�อมูลนิวคลีโอไทดBโลก (GenBank: http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov)  แ ล ะ จั ด จํ า พ วก นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ดB  ( alignment)  โ ด ย ใ ช� โ ป ร แ ก ร ม อ อน ไ ล นB  CLUSTALW 
(http://align.genome.jp/) เพื่อนํามาทําการวิเคราะหBความสัมพันธBทางวงคBวานวิวัฒนาการ (phylogenetic  
analysis) โดยอาศัยความใกล�เคียงของลําดับนิวคลีโอไทดB และสร�างแผนภาพวงคBวานวิวัฒนาการ (phylogenetic  
tree) แบบ Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) ท่ีมีค�า bootstrap จํานวน 1000 ครั้ง (Felsenstein, 
1985) และมีการคํานวณระยะห�างทางวิวัฒนาการด�วยวิธี Kimura 2-parameter method (Kimura, 1980) โดย
ใช�โปรแกรม MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)  

3.5 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม%โปรติเอสจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได& 

3.5.1 การเตรียมส'วนสกัดเอนไซม%โปรติเอสเร่ิมต&น 

ในการเตรียมหัวเช้ือทําได�โดยเล้ียงแบคทีเรียที่คัดแยกได�ในหลอดทดลองขนาด 15 เซนติเมตร ท่ีมี
อาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 15 ช่ัวโมง ด�วยการเขย�าต�อเน่ืองที่
ความเร็ว 250 รอบต�อนาที นําหัวเช้ือที่ได�ถ�ายลงในขวดรูปชมพู�ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว LB ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร แล�วนําไปเล้ียงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด�วยการเขย�าต�อเน่ืองท่ีความเร็ว 250 รอบต�อนาที เป6น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันถ�ายเช้ือมาเล้ียงต�อในขวดรูปชมพู�ขนาด 1000 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร นําไปเล้ียงให�เช้ือเจริญและเพิ่มปริมาณเซลลB ดังสภาวะที่กล�าวมาแล�ว โดยใช�ความเข�มข�นเช้ือเริ่มต�น 
ร�อยละ 10 นําเช้ือเจริญท่ีได�มาทําการป?�นเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 รอบต�อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป6น
เวลา 15 นาที เพื่อแยกเก็บส�วนใสซ่ึงคือส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�น (crude protease) มาวัดปริมาตร 
วิเคราะหBปริมาณโปรตีน และวัดแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอส ตามวิธีท่ีได�อธิบายไว�แล�วในหัวข�อ 3.3 

 3.5.2 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม%โปรติเอส 

นําส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�นที่เตรียมได�จากข�อ 3.5.1 มาตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟต โดยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีผ�านการบดละเอียดปริมาณตามที่ระบุในตารางมาตรฐานนํ้าหนัก
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (ภาคผนวกที่ 3) ลงในส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ทีละ
น�อยๆ โดยใช�ช�อนตักสารขนาดเส�นผ�านศูนยBกลาง 6 มิลลิเมตร เพื่อเพิ่มความเข�มข�นของเกลือเป6นลําดับข้ัน ดังน้ี 
ร�อยละเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 0-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, และ 70-80 เมื่อพบว�าเอนไซมB 
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โปรติเอสของแบคทีเรียตกตะกอนมากท่ีสุด ท่ีร�อยละความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวเท�าใด จึงทดลอง
ตกตะกอนเกลือใหม�กับสารละลายเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�นปริมาตร 10 ลิตร กวนอย�างต�อเน่ืองเพื่อให�เกิดการ
ละลายอย�างสมบูรณBตลอดเวลาบนนํ้าแข็ง เมื่อทําการเติมเกลือจนครบปริมาณแล�วจะทําการกวนอย�างต�อเน่ืองต�อ
เป6นเวลา 30 นาที บนนํ้าแข็ง ป?�นเก็บตะกอนโปรตีนท่ีได�ในแต�ละข้ัน โดยนําไปป?�นเหว่ียงด�วยความเร็ว 12000 รอบ
ต�อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 15 นาที นําตะกอนโปรตีนที่ได�มาทําการไดอะไลซิส (dialysis) โดย
ละลายตะกอนโปรตีนด�วยฟอสเฟตบัฟเฟอรB ค�าพีเอช 7.0 ความเข�มข�น 50  มิลลิโมลารB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล�ว
บรรจุลงในถุงไดอะไลซิส ทําการไดอะไลซBในฟอสเฟตบัฟเฟอรBชนิดเดิม ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส โดยกวนตลอดเวลา เป6นเวลา 12 ช่ัวโมง ซึ่งจะเปล่ียนสารละลายบัฟเฟอรBทุก 4 ช่ัวโมง เป6นจํานวน 3 
คร้ัง จากน้ันนําสารละลายเอนไซมBที่ได�ไปวัดปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมB ก�อนท่ีจะทําเข�มข�นด�วยการ
ทําอัลตร�าฟ�ลเตรช่ัน (ultrafiltration) ท่ีมีมวลโมเลกุลคัดกรอง 15 กิโลดาลตัน นําสารละลายเอนไซมBเข�มข�นไปทํา
บริสุทธ์ิด�วยคอลัมนBโครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด (gel-permeable column chromatography) ที่บรรจุ 
Sephadex G-75 เป6นเรซิน (resin) คัดกรอง นําสารละลายเอนไซมBท่ีผ�านการทําบริสุทธ์ิในแต�ละข้ันไปตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิโดยการวิเคราะหBด�วยเทคนิค SDS-PAGE ต�อไป ตลอดการทดลองจะทําการวัดปริมาตร วิเคราะหB
ปริมาณโปรตีน และวัดแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสท่ีได�ในทุกข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิและคํานวณค�าแอคติวิตี
จําเพาะ (specific activity) ร�อยละปริมาณเอนไซมBคงเหลือ (% yield) และจํานวนเท�าของความบริสุทธ์ิ 
(purification factor) และรายงานในรูปของตารางสรุปการทําบริสุทธ์ิเอนไซมB 

 3.5.3 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม%โดยการวิเคราะห%ด&วยเทคนิค SDS-PAGE  

ทําการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมBโปรติเอสท่ีเตรียมได�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช� 
เจลแยก (separating gel) ท่ีมีความเข�มข�นอะคริลาไมดB ร�อยละ 15 การวิเคราะหBทําโดยการผสมตัวอย�าง
สารละลายโปรตีนและสารระบุตําแหน�ง (dye) ในอัตราส�วน 1:6 นําไปต�มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 5 
นาที ทิ้งให�เย็นที่อุณหภูมิห�อง ก�อนท่ีจะหยอดลงในช�องของเจล ให�กระแสไฟฟGาผ�านเจลคงที่ 150 โวลตB เม่ือสีระบุ
ตําแหน�ง เคล่ือนที่ ถึงปลายเจล นําเจลที่ ได�มาย�อมด�วยสารละลายย�อมสีคูแมซีบลู (ประกอบด�วยกรด 
อะซิติก ร�อยละ 10 (ปริมาตรต�อปริมาตร) เมทานอล ร�อยละ 40 (ปริมาตรต�อปริมาตร) และสีคูแมซีบลู ร�อยละ 
0.25 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) เป6นเวลา 30 นาที ล�างสีส�วนเกินออกด�วยสารละลายผสมของกรดอะซีติก ร�อยละ 10 
(ปริมาตรต�อปริมาตร) และ เมทานอล ร�อยละ 40 (ปริมาตรต�อปริมาตร) จนกระทั่งพื้นหลังของเจลไม�มีสี เพื่อชะ
เอาสีคูแมซีบลูในส�วนที่เป6นพื้นหลังออก เพื่อให�แถบแบนของโปรตีนปรากฏออกมา นําเจลที่ได�ไปสแกนด�วยเครื่อง
สแกน นําไปประมาณมวลโมเลกุลสัมพัทธBของเอนไซมBโปรติเอสโดยใช�การเคล่ือนท่ีของแถบเอนไซมBเทียบกับของ
โปรตีนมาตรฐาน 

3.6 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม%โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได& 
3.6.1 ผลของค'าพีเอชต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส 

การหาค�าพีเอชท่ีเหมาะสมต�อการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมB ดําเนินการโดยการบ�มสารละลายเอนไซมBที่
ผ�านการทําบริสุทธ์ิจากหัวข�อ 3.5 กับสับเสตรทท่ีละลายในสารละลายบัฟเฟอรBที่มีค�าพีเอชต�างกันคือ ค�าพีเอช 3-6 
(ใช�บัฟเฟอรBโซเดียมอะซิเตท ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลารB), ค�าพีเอช 6-8 (ใช�บัฟเฟอรBฟอตเฟต ความเข�มข�น 50 
มิลลิโมลารB), ค�าพีเอช 7-9 (ใช�บัฟเฟอรBทริสความเข�มข�น 50 มิลลิโมลารB) และค�าพีเอช 9-12 (ใช�บัฟเฟอรBโซเดียม
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คารBบอเนต ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลารB) และติดตามค�าแอคติวิตีของเอนไซมB คํานวณเป6นค�าร�อยละแอคติวิตี
สัมพัทธB (% relative activity) โดยใช�ผลการทดลองท่ีให�ค�าแอคติวิตีสูงสุดเป6นร�อยละ 100 สําหรับการศึกษาผล
ของค�าพีเอชต�อความเสถียรของเอนไซมB จะดําเนินการทดลองคล�ายกันแต�จะบ�มสารละลายเอนไซมBในสารละลาย
บัฟเฟอรBท่ีมีค�าพีเอชต�างๆ เป6นเวลานานแตกต�างกันก�อนทําปฏิกิริยา คํานวณค�าร�อยละแอคติวิตีคงเหลือ (% 
residual activity) โดยเทียบผลการทดลองท่ีค�าพีเอชท่ีให�ค�าแอคติวิตีของเอนไซมBสูงท่ีสุดเป6นร�อยละ 100        

3.6.2 ผลของอุณหภูมิต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส 

การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต�อการทํางานของเอนไซมB ดําเนินการโดยการบ�มสารละลายเอนไซมBในชนิด
ของบัฟเฟอรBความเข�มข�น 50 มิลลิโมลารB ที่มีค�าพีเอชท่ีเหมาะสมที่หาได�ในหัวข�อ 3.6.1 ที่อุณหภูมิต�างกันต้ังแต� 10 
ถึง 90 องศาเซลเซียส จากน้ันติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBและคํานวณเป6นค�าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธBโดยเทียบผล
การทดลองที่ให�ค�าแอคติวิตีสูงที่สุดเป6นร�อยละ 100 สําหรับการศึกษาผลของอุณหภูมิต�อความเสถียรของเอนไซมB 
จะทําโดยการบ�มสารละลายเอนไซมBในบัฟเฟอรBที่เหมาะสมท่ีอุณหภูมิต�างๆ เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง และติดตามวัดค�า
แอคติวิตีของเอนไซมBท่ีเวลาต�างกัน คํานวณเป6นค�าร�อยละแอคติวิตีคงเหลือโดยเทียบค�าแอตติวิตีของเอนไซมBที่
ช่ัวโมงที่ศูนยBเป6นร�อยละ 100 

3.6.3 ผลของตัวทําละลายอินทรีย%ต'อความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส 

บ�มสารละลายเอนไซมBในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรียBแต�ละชนิดความเข�มข�นร�อยละ 50 (ปริมาตรต�อ
ปริมาตร) ระหว�างการบ�มปฏิกิริยาจะทําการเขย�าสารผสมอย�างต�อเน่ืองที่ความเร็ว 150 รอบต�อนาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป6นเวลาต�างกัน จากน้ันติดตามค�าแอคติวิตีของเอนไซมB ตัวทําละลายอินทรียBที่นํามาศึกษาได�แก�  
เมทานอล (methanol มีค�า log Po/w= -0.8), เอทานอล (ethanol มีค�า log Po/w = -0.24), โพรพานอล 
(propanol มีค�า log Po/w =0.05), ไอโซเอมิลแอลกอฮอลBล (isoamylalcohol มีค�า log Po/w =1.3), เบนซีน 
(benzene มีค�า log Po/w = 2.0), เฮกเซน (hexane มีค�า log Po/w  = 3.5), เฮปเทน (heptane มีค�า log Po/w  = 
4.0), เดคเคน (decane มีค�า log Po/w = 5.6), และ เฮกซาเดคเคน (hexadecane มีค�า log Po/w = 8.8) รายงาน
ผลการทดลองเป6นค�าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธBโดยเทียบค�าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมที่ไม�มีตัวทําละลาย
อินทรียBเป6นร�อยละ 100 

3.6.4 ผลของสารเคมีต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การศึกษาผลของสารเคมีต�อการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมB ทําโดยการบ�มสารละลายเอนไซมBในสภาวะที่
มีสารเคมีต�างๆ ความเข�มข�นต�างกัน ท่ีอุณหภูมิที่เหมาะสม เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง และติดตามค�าแอคติวิตีของเอนไซมB 
รายงานผลการทดลองเป6นค�าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธBโดยเทียบค�าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมที่ไม�มีการเติม
สารเคมีเป6นร�อยละ 100 สารเคมีที่ใช�ศึกษาได�แก� NaCl, BaCl2, CaCl2, MgCl2, HgCl2, PMSF, EDTA และ DTT   

3.6.5 ผลของดีเทอร%เจนท%ต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การติดตามการทํางานของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะที่มีดีเทอรBเจนทBทําโดยการบ�มสารละลายเอนไซมB
ในปฏิกิริยาที่มีสารดีเทอรBเจนทB ได�แก� SDS, Tween80 และ Triton X-100 ท่ีความเข�มข�นสุดท�ายต�างกัน ที่
อุณหภูมิที่เหมาะสม เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง แล�วติดตามแอคติวิตีของเอนไซมB คํานวณค�าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธBโดย
เทียบค�าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมท่ีไม�มีการเติมดีเทอรBเจนทBเป6นร�อยละ 100 
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3.6.6 ผลของสารฟอกขาวต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การติดตามการทํางานของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะท่ีมีสารฟอกขาวทําโดยการบ�มสารละลายเอนไซมB
ในปฏิกิริยาที่มีสารฟอกขาว ได�แก� Hydrogenperoxide (H2O2), Sodium dihydrogen orthophospate, 
Sodium carbonate, Sodium carboxymethyl cellulose, Sodium perborate, Sodium percarbonate, 
Sodium pyrophosphate tetrabasic, Sodium p-toluene sulfonate, Sodium alkaline silicate, Sodium 
tripolyphosphate, Sodium xylenesulfonate, Sodium lauryl ether sulfate, Tetra sodiumphosphate, 
Alcohol ethoxylate (lauryl alcohol ethoxylate), Alkylphenol ethoxylate, Alkylbenzene sulfonate 
sodium salt, Sodium nitrotriacetate, Sodium percarbonate และ Zeolite ท่ีความเข�มข�นสุดท�ายต�างกัน 
ที่อุณหภูมิท่ีเหมาะสม เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง แล�วติดตามแอคติวิตีของเอนไซมB คํานวณค�าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธBโดย
เทียบค�าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมท่ีไม�มีการเติมสารฟอกขาวเป6นร�อยละ 100 
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บทท่ี 4 

 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม%โปรติเอสจากตัวอย'างดินและตะกอนทะเล 

เมื่อช่ังตัวอย�างดินและตะกอนทะเล อย�างละ 1 กรัม ลงในขวดรูปชมพู�ขนาด 100  มิลลิลิตร ที่มีนํ้ากล่ันฆ�า
เช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายตัวอย�างและทําการเจือจางตัวอย�าง 5 เท�า และ 10 เท�า ในนํ้ากล่ันปริมาตร 1 
มิลลิลิตร จากน้ันนําตัวอย�างที่ไม�ได�เจือจาง, เจือจาง 5 เท�า และ 10 เท�า ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายให�
ทั่ว (spread) บนผิวหน�าของอาหารแข็ง LB และอาหารแข็งมารีน (Marine agar) ตามลําดับ บ�มเล้ียงเช้ือที่
อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีมีลักษณะโคโลนีและสีหรือ
รูปร�างแตกต�างกัน มาทําให�บริสุทธ์ิโดยการเล้ียงซ้ําบนอาหารแข็งชนิดเดิมจนไม�พบการปนเป:;อนของเช้ือโคโลนีอ่ืน
พบแบคทีเรียท่ีมีความแตกต�างของลักษณะโคโลนี ขนาด และสี จํานวนทั้งส้ิน 30 ไอโซเลท ซ่ึงเม่ือนําเช้ือแบคทีเรีย
ที่คัดแยกได� มาทดสอบการย�อยโปรตีนโดยนํามาเพาะเช้ือแบบลงเช้ือตําแหน�งเดียว (point inoculation) บน
อาหารแข็งสกิมมิลลB (skim milk) ที่ประกอบไปด�วยผงสกิมมิลลB (skim milk powder) ร�อยละ 1 (นํ้าหนักต�อ
ปริมาตร), เปปโทน (peptone) ร�อยละ 1.5 (นํ้าหนักต�อปริมาตร), ยีสตBเอ็กซBแทรค ร�อยละ 0.25 (นํ้าหนักต�อ
ปริมาตร), กลูโคส (glucose) ร�อยละ 0.1 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) และ NaCl ร�อยละ 2.5 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) นําไป
บ�มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เลือกไอโซเลทท่ีให�บริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนี มาวัดความกว�างของ
บริเวณใสเทียบกับความกว�างของโคโลนีทุกๆ 12 ช่ัวโมง เป6นเวลา 3 วัน พร�อมทั้งตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมB
โปรติเอสด�วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทอะโซเคซีน (azocasein hydrolysis) ตามวิธีที่อธิบายมาแล�วในบทที่ 3  
ผลการทดลองท่ีได�พบว�า เมื่อสังเกตจากบริเวณใสรอบโคโลนีที่เกิดข้ึน ซึ่งมีแนวโน�มว�าจะเป6นไอโซเลทท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซมBโปรติเอสได� พบว�ามีแบคทีเรียจํานวน 12 ไอโซเลทที่แสดงวงใสรอบโคโลนี และเมื่อวิเคราะหBค�าแอคติวิ
ตีของเอนไซมBโปรติเอสพบว�า มีแบคทีเรียจํานวน 2 ไอโซเลท ท่ีให�ค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสสูงท่ีสุด คือ 
แบคทีเรียไอโซเลทท่ี 5 และไอโซเลทท่ี 9 ที่ให�ค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสไม�แตกต�างกัน คือเท�ากับ 6.50 ± 
0.03 หน�วยเอนไซมBต�อมิลลิลิตร ด�วยเหตุน้ีจึงเลือกแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลทมาทําการระบุชนิดต�อไป 

 
4.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม%โปรติเอสท่ีคัดแยกได& 

การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสที่คัดแยกได� จะใช�ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
สมบัติทางชีวเคมีตามวิธี API Skill bacterial identification ร�วมกับลําดับนิวคลีโอไทดBในบริเวณอนุรักษBของช้ิน
ยีน 16S rRNA ผลการทดลองพบว�า แบคทีเรียไอโซเลทที่ 5 เป6นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร�างกลม ที่ให�ผลบวกกับ
การทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซมBคะทะเลส (catalase) แต�ให�ผลลบกับเอนไซมBอัลคาไลนBฟอสฟาเตส (alkaline 
phosphatase) และสามารถใช�นํ้าตาลหลายชนิด ได�แก� ดี-กลูโคส (D-glucose), ดี-ฟรักโทส (D-fructose), ดี- 
มอลโตส (D-maltose), ดี-ทรีฮาโรส (D-trehalose), ดี-แมนนิทอล (D-mannitol) และ ดี-แซคคาโรส (D-
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saccharose) แต�ให�ปฏิกิริยาท่ีเป6นลบกับนํ้าตาลดี-แมนโนส (D-mannose), ดี-แลคโตส (D-lactose), ไซลิทอล 
(xylitol), ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose), ดี-แรฟฟ�โนส (D-raffinose) และ ดี-ไซโลส (D-xylose) รวมทั้งให�ผลบวก
กับการทดสอบวีพี (VP test) และการทดสอบยูเรีย (urea test) แต�ให�ผลลบกับการทดสอบไนเตรท (nitrate test) 
รวมทั้งไม�สามารถทําปฏิกิริยากับเมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซดB (methyl-α-D-glucopyranoside) และเอ็น-
อะซีติล-กลูโคซามีน (N-acetyl-glucosamine) แต�สามารถเกิดปฏิกิริยากับแอล-อารBจินีน (L-arginine) ได�ดังสรุป
ในตารางท่ี 3 ผลการวิเคราะหBสามารถสรุปได�ว�า แบคทีเรียไอโซเลทที่ 5 คือ Staphylococcus warneri โดยมี
ระดับความน�าเช่ือถือของผลการวิเคราะหBเท�ากับร�อยละ 97.4 แต�ผลการวิเคราะหBลําดับนิวคลีโอไทดBในบริเวณ
อนุรักษBของช้ินยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทที่ 5 พบความเหมือนร�อยละ 99 กับลําดับนิวคลีโอไทดBของ
ช้ินยีน 16S rRNA ของ Staphylococcus saprophyticus หลายสายพันธุB เช�น S. saprophyticus strain 
SCD3-3 (Accession no. KF476047), S. saprophyticus strain T86 (Accession no. HQ407261), S. 
saprophyticus strain RW26 (Accession no. EU419913) เป6นต�น และเม่ือหาความสัมพันธBทางวงศBวาน
วิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลทที่ 5 กับแบคทีเรียในสกุล Staphylococcus พบว�าแบคทีเรียไอโซเลทที่ 5 จัด
อยู�ในกลุ�มของ S. saprophyticus มากกว�า S. warneri จึงระบุชนิดของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 5 เป6น S. 
saprophyticus ดังแสดงในภาพท่ี 4 

สําหรับลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทที่ 9 พบว�า เป6นแบคทีเรีย 
แกรมบวก รูปร�างแท�ง ที่ให�ผลบวกกับการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซมBคะทะเลส (catalase) และสามารถผลิต 
กลีเซอรอล (glycerol), อะไมดาลิน (amygdalin), ซาลิซิน (salicin), เอสคูลิน-เฟอรBริกซิเตรท (esculin ferric 
citrate), อาบูติน (arbutin), อะไมดอน (amidon) และไกลโคเจน (glycogen) แต�ไม�สามารถผลิตเอ็น-อะซิทิลกลู
โคซามีน (N-acetylglucosamine) และอินูลิน (inulin) ได� นอกจากน้ียังสามารถใช�นํ้าตาลได�หลายชนิด เช�น แอล-
อะราบิโนส (L-arabinose),  ดี-ไรโบส (D-ribose), ดี-กลูโคส (D-glucose), ดี-ฟรักโทส (D-fructose), อิโนซิทอล 
(inositol), ดี-แมนนิทอล (D-mannitol), ดี-เซลโลไบโอส (D-cellobiose), ดี-มอลโตส (D-maltose) และ ดี-แซค
คาโรส (D-saccharose) เป6นต�น ดังสรุปในตารางท่ี 4 ผลการวิเคราะหBพบว�า แบคทีเรียไอโซเลทท่ี 9 คือ Bacillus 
subtilis โดยมีระดับความน�าเช่ือถือของผลการวิเคราะหBเท�ากับร�อยละ 98.6 ซ่ึงให�ผลสรุปท่ีสอดคล�องกับผลการ
วิเคราะหBวงศBวานวิวัฒนาการที่ใช�ลําดับนิวคลีโอไทดBในบริเวณอนุรักษBของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทที่ 
9 เทียบกับแบคทีเรียในสกุล Bacillus ดังแสดงในภาพท่ี 5 
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ตารางท่ี 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 5 ที่คัดเลือกได�เมื่อ
วิเคราะหBตามวิธี API Skill bacterial identification 

ปฏิกิริยาที่ใช�ทดสอบ ผลการวิเคราะหB 
การย�อมแกรม (gram stain)  แกรมบวก, รูปร�างกลม 
การทดสอบปฏิกิริยาเอนไซมBคะทะเลส (catalase test)                                      + 
ดี-กลูโคส (D-glucose)   + 
ดี-ฟรักโทส (D-fructose)   + 
ดี-แมนโนส (D-mannose) - 
ดี-มอลโตส (D-maltose) + 
ดี-แลคโตส (D-lactose) - 
ดี-ทรีฮาโรส (D-trehalose) + 
ดี-แมนนิทอล (D-mannitol) + 
ไซลิทอล (xylitol) - 
ดี-เมลิไปโอส (D-melibiose) - 
การทดสอบไนเตรท (Nitrate test) - 
อัลคาไลนB ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase) - 
การทดสอบวีพี (VP test) + 
ดี-แรฟฟ�โนส (D-raffinose) - 
ดี-ไซโลส (D-xylose) - 
ดี-แซคคาโรส (D-saccharose) + 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซดB (methyl-α-D-glucopyranoside) - 
เอ็น-อะซีติล-กลูโคซามีน (N-acetyl-glucosamine) - 
แอล-อารBจินีน (L-arginine) + 
การทดสอบยูเรีย (Urea test) + 

ผลสรุป Staphylococcus warneri 
(ความน�าเช่ือถือของผลการ

วิเคราะหBร�อยละ 97.4) 

หมายเหตุ   –  หมายถึงให�ผลลบ 
      +  หมายถึงให�ผลบวก 
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 Isolate 5

 Staphylococcus saprophyticus SCD2-2 (KF476043)

 Staphylococcus saprophyticus RW26 (EU419913)

 Staphylococcus saprophyticus T86 (HQ407261)

 Staphylococcus saprophyticus SCD2-1 (KF476042)

 Staphylococcus saprophyticus SCD3-3 (KF476047)

 Staphylococcus xylosus ATCC 29971 (D83374)

 Staphylococcus gallinarum ATCC 35539 (D83366)

 Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970 (D83367)

 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 (D83363)

 Staphylococcus aureus OA1 (D83356)

 Staphylococcus auricularis ATCC 33753 (D83358)

 Staphylococcus felis ATCC 49168 (D83364)

 Staphylococcus chromogenes ATCC 43764 (D83360)

 Staphylococcus hyicus ATCC 11249 (D83368)

 Staphylococcus intermedius ATCC 29663 (D83369)

 Staphylococcus intermedius JCM 2422 (AB626130)

 Staphylococcus simulans ATCC 27848 (D83373)

 Staphylococcus lentus ATCC 29070 (D83370)

 Staphylococcus sciuri MBR2 (JX966420)

 Bacillus subtilis C14-1 (EU257452)

 Bacillus cereus SBTBC-008 (KF601957)

 Aeromonas hydrophila (M59148)

 Enterobacter aerogenes EBB1 (GU903317)

 Escherichia coli RRECI (AF527827)100

79

100

100

100

97

92

100

77

83

75

94

0.02  
ภาพท่ี 4 การวิเคราะหBวงศBวานวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 5 ท่ีคัดแยกได�จากตะกอนทะเล โดยใช�ลําดับนิ
วคลีโอไทดBของช้ินยีนอนุรักษB 16S rRNA เทียบกับแบคทีเรียในกลุ�มที่มีวิวัฒนาการใกล�เคียงกัน ตัวเลขท่ีระบุถัดจาก
จุดแยกของก่ิงเป6นค�าร�อยละความเช่ือม่ันของการวิเคราะหBซ่ึงจะแสดงเม่ือมีค�ามากกว�าร�อยละ 70 จากการ
วิเคราะหBฐานราก (bootstrap analysis) จํานวน 1000 ครั้ง ระยะห�างทางวิวัฒนาการ (evolutionary 
distances) คํานวณโดยใช�วิธี Kimura 2-parameter และอยู�ในหน�วยจํานวนของเบสท่ีเปล่ียนไปต�อตําแหน�ง  
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ตารางท่ี 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 9 ที่คัดเลือกได�เมื่อ
วิเคราะหBตามวิธี API Skill bacterial identification 

ปฏิกิริยาที่ใช�ทดสอบ ผลการวิเคราะหB 
การย�อมแกรม (gram stain)  แกรมบวก, รูปร�างท�อน 
การทดสอบปฏิกิริยาเอนไซมBคะทะเลส (catalase test)                                      + 
กลีเซอรอล (glycerol)  + 
อีริทรีทอล (erythritol)   - 
ดี-อะราบิโนส (D-arabinose)  - 
แอล-อะราบิโนส (L-arabinose)   + 
ดี-ไรโบส (D-ribose)   + 
ดี-ไซโลส (D-xylose)   - 
แอล-ไซโลส (L-xylose)   - 
ดี-อะโดนิทอล (D-adonitol)   - 
เมทิล-เบต�า-ดี-ไซโลไพราโนไซดB (methyl-β-D-xylopyranoside)   - 
ดี-กาแลกโทส (D-galactose)   + 
ดี-กลูโคส (D-glucose)   + 
ดี-ฟรักโทส (D-fructose)   + 
ดี-แมนโนส (D-mannose)  + 
แอล-ซอรBโบส  (L-sorbose)   - 
แอล-แรมโนส (L-rhamnose)  - 
ดูซิทอล (ducitol)   - 
อิโนซิทอล (inositol)   + 
ดี-แมนนิทอล (D-mannitol)  + 
ดี-ซอบิทอล (D-sorbitol) + 
เมทิล-แอลฟา-ดี-แมนโนไพราโนไซดB (methyl-α-D-mannopyranoside)   - 

เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซดB (methyl-α-D-glucopyranoside)  + 
เอ็น-อะซิติลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine)  - 
อะไมดาลิน  (amygdalin)  + 
อาบูติน (arbutin) + 
เอสคูลิน เฟอรBริก ซิเตรท (esculin ferric citrate) + 
ซาลิซิน (salicin)  + 

หมายเหตุ   –  หมายถึงให�ผลลบ 
      +  หมายถึงให�ผลบวก 
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ตารางที่ 4 (ต�อ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 9 ท่ีคัดเลือกได�เมื่อ
วิเคราะหBตามวิธี API Skill bacterial identification 

ปฏิกิริยาที่ใช�ทดสอบ ผลการวิเคราะหB 
ดี-เซลโลไบโอส  (D-cellobiose)  + 
ดี-มอลโตส  (D-maltose)   + 
ดี-แลคโตส (D-lactose)  - 
ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose)  - 
ดี-แซคคาโรส หรือซูโครส  (D-saccharose หรือ sucrose)  + 
ดี-ทรีฮาโลส (D-trehalose)   + 
อินูลิน (inulin)   - 
ดี-เมลิไซโทส (D-melezitose)   - 
ดี-ราฟฟ�โนส  (D-raffinose)   - 
อะไมดอนจากแปGง (Amidon; starch)   + 
ไกลโคเจน (glycogen)   + 
ไซลิทอล  (xylitol)   - 
เจนทิโอไบโอส  (gentiobiose)  - 
ดี-ทูราโนส (D-turanose)   - 
ดี-ไลโซส (D-lyxose)   - 
ดี-ทากาโลส (D-tagalose)  - 
ดี-ฟูโคส (D-fucose)  - 
แอล-ฟูโคส (L-fucose)   - 
ดี-อะราบิทอล (D-arabitol)   - 
แอล-อะราบิทอล (L-arabitol)  - 
โพแทสเซียม กลูโคเนต (potassium gluconate)  - 
โพแทสเซียม 2-คีโตกลูโคเนต (potassium 2-ketogluconate)   - 
โพแทสเซียม 5-คีโตกลูโคเนต (potassium 5-ketogluconate)  - 

ผลสรุป Bacillus subtilis  
(ความน�าเช่ือถือของผลการ

วิเคราะหBร�อยละ 98.6) 

หมายเหตุ   –  หมายถึงให�ผลลบ 
      +  หมายถึงให�ผลบวก 
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 Bacillus megaterium S20404 (KF956578)

 Bacillus megaterium S20510 (KF956591)

 Bacillus psychrosaccharolyticus (AB021195)

 Bacillus lentus (AB021189)

 Bacillus weiheustephanensis (AB021199)

 Bacillus cereus SBTBC-008 (KF601957)

 Bacillus thuringiensis Sn9 (KC683724)

 Bacillus azotoformans DSM1046 (D78309)

 Bacillus atrophaeus (AB021181)

 Bacillus vallismortis (AB021198)

 Bacillus tequilensis IHB B 6839 (KF668464)

 Bacillus subtilis S-111 (KJ438701)

 Bacillus subtilis YB-04 (KF725636)

 Bacillus subtilis LG4 (KF607095)

 Isolate 9

 Bacillus coagulans JCM2257 (D78313)

 Bacillus halodurans C-125 (NR 074984)

 Bacillus alcalophilus (AJ277904)

 Aeromonas hydrophila (M59148)

 Enterobacter aerogenes EBB1 (GU903317)

 Escherichia coli RRECI (AF527827)100

100

99

100

100

83

100

87

0.05  
ภาพท่ี 5 การวิเคราะหBวงศBวานวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 9 ท่ีคัดแยกได�จากตะกอนทะเล โดยใช�ลําดับนิ
วคลีโอไทดBของช้ินยีนอนุรักษB 16S rRNA เทียบกับแบคทีเรียในกลุ�มที่มีวิวัฒนาการใกล�เคียงกัน ตัวเลขท่ีระบุถัดจาก
จุดแยกของก่ิงเป6นค�าร�อยละความเช่ือม่ันของการวิเคราะหBซ่ึงจะแสดงเม่ือมีค�ามากกว�าร�อยละ 70 จากการ
วิเคราะหBฐานราก (bootstrap analysis) จํานวน 1000 ครั้ง ระยะห�างทางวิวัฒนาการ (evolutionary 
distances) คํานวณโดยใช�วิธี Kimura 2-parameter และอยู�ในหน�วยจํานวนของเบสท่ีเปล่ียนไปต�อตําแหน�ง  
 

4.3 การทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม%โปรติเอสจาก Staphylococcus 
saprophyticus 

4.3.1 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม%โปรติเอสจาก S. saprophyticus  

เล้ียง S. saprophyticus ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 ลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด�วยการ
เขย�าต�อเน่ืองที่ความเร็ว 250 รอบต�อนาที เป6นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญนํามาป?�นเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 รอบ
ต�อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเก็บส�วนใสซึ่งคือส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสต้ังต�น 
(crude protease) มาทําบริสุทธ์ิด�วยการตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีเพิ่มความเข�มข�นของเกลือเป6น
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ลําดับข้ัน ดังน้ี ร�อยละเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 0-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70 และ 70-80 พบว�า
เอนไซมBโปรติเอสของ S. saprophyticus ตกตะกอนมากที่สุด ท่ีร�อยละความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
อ่ิมตัวร�อยละ 70-80 โดยมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 41 เท�า (ตารางที่ 5) ทําการป?�นเก็บตะกอนโปรตีนที่ได�ที่ความเร็ว 
12000 รอบต�อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 15 นาที นําตะกอนโปรตีนท่ีได�มาทําการไดอะไลซิส 
(dialysis) โดยละลายตะกอนโปรตีนด�วยฟอสเฟตบัฟเฟอรB ค�าพีเอช 7.0 ความเข�มข�น 50  มิลลิโมลารB ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร แล�วบรรจุลงในถุงไดอะไลซิส ทําการไดอะไลซBในฟอสเฟตบัฟเฟอรBชนิดเดิม ปริมาตร 1 ลิตร ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส โดยกวนตลอดเวลา เป6นเวลา 12 ช่ัวโมง ซึ่งจะเปล่ียนสารละลายบัฟเฟอรBทุก 4 ช่ัวโมง เป6นจํานวน 
3 คร้ัง จากน้ันนําสารละลายเอนไซมBที่ได�ไปวัดปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมB ก�อนที่จะทําเข�มข�นด�วยการ
ทําอัลตร�าฟ�ลเตรช่ัน (ultrafiltration) ท่ีมีมวลโมเลกุลคัดกรอง 15 กิโลดาลตัน นําสารละลายเอนไซมBเข�มข�นไปทํา
บริสุทธ์ิด�วยคอลัมนBโครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด (gel-permeable column chromatography) ที่บรรจุ 
Sephadex G-75 เป6นเรซิน (resin) คัดกรอง ได�เอนไซมBมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 70 เท�า ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ
เอนไซมBด�วยการวิเคราะหB SDS-PAGE ผลการทดลองพบเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิท่ีขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน 
ดังแสดงในภาพท่ี 6 

4.3.2 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม%โปรติเอสจาก S. saprophyticus 

4.3.2.1 ผลของค'าพีเอชต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส 

การวัดค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus ท่ีค�าพีเอชต�างกัน พบว�า
เอนไซมBโปรติเอสสามารถเร�งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะโซเคซีนโดยแสดงค�าแอคติวิตีมากกว�าครึ่งได�ทุกค�าพีเอชต้ังแต� 
3 ถึง 12 ซึ่งพบว�าค�าพีเอชที่เหมาะสมต�อการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBอยู�ที่ค�าพีเอชเท�ากับ 11.0 ดังแสดงในภาพที่ 7
ก สําหรับการศึกษาผลของค�าพีเอชต�อความเสถียรของเอนไซมB โดยทําการบ�มสารละลายเอนไซมBในบัฟเฟอรBที่มีค�า 
พีเอชต�างกันเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง พบว�า เอนไซมBยังคงสามารถรักษาความเสถียรได�มากกว�าร�อยละ 80 ที่ค�าพีเอชใน
ช�วงกว�าง ต้ังแต� 3-12 (ภาพท่ี 7ข)  

 
ตารางที่ 5 ตารางสรุปการบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus 

ข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิ แอคติวิตี
ท้ังหมด 
(หน�วย) 

โปรตีน
ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
(หน�วยต�อ
มิลลิกรัม) 

จํานวนเท�าของ
ความบริสุทธ์ิ 

ร�อยละ
คงเหลือ 

สารละลายเอนไซมBโปรติเอสต้ังต�น 20,600.64 2.49 8,273.35 1 100 
การตกตะกอนเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตอ่ิมตัว ร�อยละ 70-80 

1,446.99 0.0043 336,509.30 40.67 7.02 

โครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด 
Sephadex G-75 

2,378.32 0.0041 580,078.05 70.11 11.55 
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ภาพท่ี 6 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus โดยเทคนิค SDS-PAGE 
กําหนดให�ช�อง M คือ โปรตีนมาตรฐาน, ช�อง 1 คือ สารละลายโปรตีนท่ีผ�านการตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 70-80 และการไดอะไลซิส, ช�อง 2 คือ เอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิที่ผ�านคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'
แบบคัดกรองขนาด Sephadex G-75 

4.3.2.2 ผลของอุณหภูมิต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส                                     

การวัดค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสท่ีอุณหภูมิต�างกัน เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เร�งปฏิกิริยาของเอนไซมB พบว�าเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus สามารถเร�งปฏิกิริยาได�ในอุณหภูมิกว�าง 
ต้ังแต� 10-80 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 8ก เม่ือศึกษาผลของอุณหภูมิสูงต�อความเสถียรของเอนไซมB โดย
การบ�มสารละลายเอนไซมBท่ีอุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว�า ในทุกอุณหภูมิที่
ทําการศึกษา เอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus ยังคงรักษาแอคติวิตีของเอนไซมBได�มากกว�าคร่ึง เม่ือทําการ
บ�มเอนไซมBในทุกค�าอุณหภูมิเป6นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมBยังคงเหลือแอคติวิตี
มากกว�าร�อยละ 80 เมื่อทําการบ�มต�อเน่ืองเป6นเวลา 72 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพที่ 8ข 

4.3.2.3 ผลของตัวทําละลายอินทรีย%ต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การศึกษาความเสถียรของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียBต�างชนิด พบว�า
การบ�มเอนไซมBในตัวทําละลายท่ีไม�มีข้ัว คือ เบนซีน เฮกเซน เฮปเทน เดดเคน และเฮกซาเดคเคน เป6นเวลา 6 
ช่ัวโมง ไม�ส�งผลต�อความเสถียรของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus ขณะท่ีตัวทําละลายอินทรียBท่ีมีข้ัวจะ
ส�งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซมBบางส�วน แต�ในสภาวะดังกล�าวเอนไซมBโปรติเอสยังคงรักษาแอคติวิตีไว�ได�มากกว�า
คร่ึง ดังแสดงในตารางที่ 6 

 kDa    M    1    2 

40 
35 

25 

10 

260 
140 
100 
70 
50 
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ภาพที่  7 ผลของค�าพี เอชต�อการทํางาน (ก) และความเสถียร (ข)  ของเอนไซมBโปรติเอสบริ สุทธ์ิจาก  
S. saprophyticus ทําการติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBเมื่อบ�มในสารละลายบัฟเฟอรBความเข�มข�น 50 มิลลิ- 
โมลารBที่ค�าพีเอชต�างกัน ระบบบัฟเฟอรBที่ใช�คือ อะซิเตท (ค�าพีเอช 3.0-6.0, สัญลักษณBข�าวหลามตัดทึบ), ฟอสเฟต 
(ค�าพีเอช 7.0-8.0, สัญลักษณBวงกลมเป�ด), ทริสไฮโดรคลอริก (ค�าพีเอช 7.0-9.0, สัญลักษณBสามเหล่ียมทึบ) และ 
คารBบอเนท (ค�าพีเอช 9.0-12.0, สัญลักษณBข�าวหลามตัดเป�ด) สําหรับการทดสอบความเสถียรของเอนไซมBจะวัด 
แอคติวิตีของเอนไซมBคงเหลือหลังจากบ�มท่ีค�าพีเอชต�างกันเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง โดยใช�ผลการทดลองที่ให�ค�าแอคติวิตี
สูงท่ีสุดเทียบเป6นร�อยละ 100 

(ก) 

(ข) 



 
 

39 
 

 

 

          

ภาพที่  8 ผลของอุณหภูมิต�อการทํางาน (ก) และความเสถียร (ข)  ของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก  
S. saprophyticus ทําการติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBเม่ือบ�มในสารละลายบัฟเฟอรBคารBบอเนท ค�าพีเอช 11.0 ที่
อุณหภูมิต�างกันต้ังแต� 10-80 องศาเซลเซียส สําหรับการทดสอบความเสถียรของเอนไซมBจะวัดแอคติวิตีของ
เอนไซมBคงเหลือหลังจากบ�มท่ีอุณหภูมิต�างกันเป6นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยใช�ผลการทดลองท่ีให�ค�าแอคติวิตีสูงท่ีสุด
เทียบเป6นร�อยละ 100 

(ก) 

(ข) 
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ตารางที่ 6 ผลของตัวทําละลายอินทรียBต�อความเสถียรของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก S. saprophyticus 

ตัวทําละลายอินทรียB log P o/w ร�อยละแอคติวิตีคงเหลือ* 

ชุดควบคุม  
(ไม�มีตัวทําละลายอินทรียB) 
เมทานอล 
เอทานอล 
ไอโซโพรพานอล 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอลB 
เบนซีน 
เฮกเซน 
เฮปเทน 
เดคเคน 
เฮกซาเดคเคน 

- 
 
-0.8 
-0.24 
0.05 
1.1 
2.0 
3.6 
4.0 
5.6 
8.8 

100 
 

58 
60 
56 
85 
94 
93 
95 
93 
97 

*ค�าแอคติวิตีที่วัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียB
ต�างกันเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง  

4.3.2.4 ผลของสารเคมีต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การติดตามการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะที่มีไอออนโลหะชนิดต�างกัน เป6น
ระยะเวลา 6, 24 และ 48 ช่ัวโมง พบว�า การบ�มเอนไซมBในสภาวะที่มีโลหะไอออน Na+ เป6นเวลา 48 ช่ัวโมง ไม�
ส�งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซมB ขณะที่ Ba2+ Mg2+ Ca2+ และ Hg2+ ส�งผลต�อการทํางานของเอนไซมBเพียง
เล็กน�อย ซ่ึงให�ผลการทดลองในทํานองเดียวกันกับตัวยับย้ัง EDTA, DTT และ PMSF (ตารางท่ี 7)  

4.3.2.5 ผลของดีเทอร%เจนท% สารออกซิไดส% และสารฟอกขาวต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

เมื่อทดสอบการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB 
ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต�อปริมาตร) พบว�า ไม�ส�งผลยับย้ังการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอส 
ของ S. saprophyticus ดังแสดงในตารางที่ 8 ซ่ึงให�ผลการทดลองในทํานองเดียวกันกับในสภาวะที่มีสารฟอกขาว 
และเมื่อติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวความเข�มข�นสูงข้ึนพบว�า แอคติวิตีของ
เอนไซมBมีค�าลดลงตามความเข�มข�นของสารฟอกขาวท่ีเพิ่มข้ึน แต�เอนไซมBยังคงเร�งปฏิกิริยาได�มากกว�าร�อยละ 70 
เมื่ออยู�ในสภาวะท่ีมีสารฟอกขาวความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 10 (ปริมาตรต�อปริมาตร) ยกเว�นสารฟอกขาว sodium 
carboxymethyl cellulose ดังสรุปในตารางท่ี 9 
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4.3.2.6 ความจําเพาะต'อสับสเตรทของเอนไซม%โปรติเอส 

การทดสอบความจําเพาะกับสับสเตรทของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus พบว�า
เอนไซมBชอบท่ีจะทําปฏิกิริยากับสับสเตรทสังเคราะหBท่ีเป6นกรดอะมิโนที่ไม�มีประจุ L-leucine-p-nitroanilide และ 
L-alanine-p-nitroanilide มากกว�าสับสเตรทที่เป6นไดเพปไทดBและกรดอะมิโนที่มีประจุ ดังแสดงในภาพที่ 9 

ตารางที่ 7 ผลของไอออนโลหะและตัวยับย้ังต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก S. saprophyticus 

ไอออนโลหะและตัวยับย้ัง 
ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 

6 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 
ชุดควบคุม  
(ไม�มีไอออนโลหะหรือตัวยับย้ัง) 
Na+ 
Ba2+ 
Ca2+ 
Mg2+ 
Hg2+ 
EDTA 
DTT 
PMSF 

100 
104 
100 
100 
97 
90 
107 
94 
100 

100 
100 
95 
84 
93 
86 
94 
95 
99 

100 
100 
96 
144 
96 
81 
94 
98 
92 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีไอออนโลหะและตัว
ยับย้ังชนิดต�างกัน ความเข�มข�น 1 มิลลิโมลารB เป6นเวลา 6, 24 และ 48 ช่ัวโมง  
 

ตารางที่  8 ผลของดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสBต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก  
S. saprophyticus 

ดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 

ชุดควบคุม  
(ไม�มีดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB) 
H2O2 
SDS 
Triton X-100 
Tween 80 

100 
 

137 
100 
102 
97 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทBและสาร
ออกซิไดสBชนิดต�างกัน ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนัก (ปริมาตร) ต�อปริมาตร) เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง  
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ตารางที่ 9 ผลของสารฟอกขาวต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก S. saprophyticus 

สารฟอกขาว ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 
ร�อยละ 1 ร�อยละ 5 ร�อยละ 10 

ชุดควบคุม (ไม�มีสารฟอกขาว) 
Nitriloriacetic acid trisodium salt 
monohydrate  
Sodium dihydrogen 
orthophosphate monohydrate  
Sodium carbonate anhydrous  
Sodium carboxymethyl cellulose 
Sodium percaborate  
Sodium perborate tetrahydrate 
Sodium pyrophosphate tetrabasic  
Sodium p-toluene sulfonate  
Sodium silicate  
Sodium tripolyphosphate  
Sodium xylenesulfonate  
Zeolite 

100 
103 

 
100 

 
93 
60 
106 
100 
109 
107 
103 
103 
99 
108 

100 
107 

 
94 
 

90 
55 
105 
95 
110 
102 
92 
94 
96 
100 

100 
100 

 
80 
 

93 
52 
91 
71 
83 
75 
84 
80 
77 
88 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีสารฟอกขาวชนิด
ต�างกัน ความเข�มข�นร�อยละ 1, 5 และ 10 (นํ้าหนัก (ปริมาตร) ต�อปริมาตร) เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง  

 

 

ภาพท่ี 9 ความจําเพาะต�อสับสเตรทของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก S. saprophyticus 
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4.4 การทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม%โปรติเอสจาก Bacillus subtilis 

4.4.1 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม%โปรติเอสจาก B. subtilis  

เมื่อนําส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสต้ังต�นของ B. subtilis มาทําบริสุทธ์ิด�วยการตกตะกอนด�วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีเพิ่มความเข�มข�นของเกลือเป6นลําดับข้ันจาก 0-30 ถึง 80-90 พบว�าเอนไซมBโปรติเอสตก
ตะกอนได�มากท่ีสุด ที่ความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 80-90 โดยมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 7.5 
เท�า (ตารางท่ี 10) นําตะกอนโปรตีนที่ได�มาทําการไดอะไลซิสและทําเข�มข�นด�วยการทําอัลตร�าฟ�ลเตรช่ัน ท่ีมีมวล
โมเลกุลคัดกรอง 15 กิโลดาลตัน ต�อด�วยคอลัมนBโครมาโทกราฟ'แบบคัดกรอง Sephadex G-75 ได�เอนไซมBมีความ
บริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 14.36 เท�า นํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมBด�วยการวิเคราะหB SDS-PAGE พบเอนไซมB 
โปรติเอสบริสุทธ์ิที่ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน ดังแสดงในภาพท่ี 10 
 

ตารางที่ 10 ตารางสรุปการบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis 

ข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิ แอคติวิตี
ท้ังหมด 
(หน�วย) 

โปรตีน
ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
(หน�วยต�อ
มิลลิกรัม) 

จํานวนเท�าของ
ความบริสุทธ์ิ 

ร�อยละ
คงเหลือ 

สารละลายเอนไซมBโปรติเอสต้ังต�น 26,455 1.39 19,032 1 100 
การตกตะกอนเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตอ่ิมตัว ร�อยละ 80-90 

143 0.001 143,000 7.51 0.54 

โครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด 
Sephadex G-75 

1,093 0.004 273,250 14.36 4.13 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 10 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis โดยเทคนิค SDS-PAGE กําหนดให�ช�อง 
M คือ โปรตีนมาตรฐาน, ช�อง 1 คือ สารละลายโปรตีนท่ีผ�านการตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อย
ละ 80-90 และการไดอะไลซิส, ช�อง 2 คือ เอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิที่ผ�านคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'แบบคัดกรอง
ขนาด Sephadex G-75 

 kDa    M    1    2 

40 

35 

25 

260 
140 
100 
70 

50 
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4.4.2 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม%โปรติเอสจาก B. subtilis 

4.4.2.1 ผลของค'าพีเอชต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส 

การหาค�าพีเอชท่ีเหมาะสมต�อการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิของ B. subtilis 
พบเอนไซมBสามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะโซเคซีนได�ดีท่ีสุดที่ค�าพีเอชเท�ากับ 11.0 (ภาพท่ี 11ก) และมีความ
เสถียรเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง ท่ีค�าพีเอชในช�วงด�างต้ังแต� 7.0-11.0 ดังแสดงในภาพที่ 11ข 

 

 
ภาพที่  11 ผลของค�าพี เอชต�อการทํางาน (ก) และความเสถียร (ข) ของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก  
B. subtilis ทําการติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBเมื่อบ�มในสารละลายบัฟเฟอรBความเข�มข�น 50 มิลลิ- 
โมลารBที่ค�าพีเอชต�างกัน ระบบบัฟเฟอรBที่ใช�คือ อะซิเตท (ค�าพีเอช 3.0-6.0, สัญลักษณBข�าวหลามตัดทึบ), ฟอสเฟต 
(ค�าพีเอช 7.0-8.0, สัญลักษณBวงกลมเป�ด), ทริสไฮโดรคลอริก (ค�าพีเอช 7.0-9.0, สัญลักษณBสามเหล่ียมทึบ) และ 
คารBบอเนท (ค�าพีเอช 9.0-12.0, สัญลักษณBข�าวหลามตัดเป�ด) สําหรับการทดสอบความเสถียรของเอนไซมBจะวัด 
แอคติวิตีของเอนไซมBคงเหลือหลังจากบ�มท่ีค�าพีเอชต�างกันเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง โดยใช�ผลการทดลองที่ให�ค�าแอคติวิตี
สูงท่ีสุดเทียบเป6นร�อยละ 100 

(ก) 

(ข) 
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4.4.2.2 ผลของอุณหภูมิต'อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม%โปรติเอส                                     

การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis พบว�า
เอนไซมBสามารถเร�งปฏิกิริยาได�มากกว�าร�อยละ 80 ในช�วงอุณหภูมิกว�าง ต้ังแต� 10-80 องศาเซลเซียส และทํา
ปฏิกิริยาได�ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 12ก) เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิสูงต�อความเสถียรของ
เอนไซมB โดยการบ�มสารละลายเอนไซมBที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว�า 
เอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ยังคงรักษาแอคติวิตีของเอนไซมBได�มากกว�าร�อยละ 80 เมื่อทําการบ�มเอนไซมBในที่
อุณหภูมิ 60 และ 70 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง สําหรับท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เอนไซมBยังคงเหลือ
แอคติวิตีมากกว�าร�อยละ 60 เมื่อทําการบ�มต�อเน่ืองเป6นเวลา 48 ช่ัวโมง ก�อนท่ีจะสูญเสียแอคติวิตีเหลือเพียงร�อยละ 
40 ในเวลา 72 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพที่ 12ข 

 

                                
ภาพที่  12 ผลของอุณหภูมิต�อการทํางาน (ก) และความเสถียร (ข) ของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก  
B. subtilis ทําการติดตามแอคติวิตีของเอนไซมBเมื่อบ�มในสารละลายบัฟเฟอรBคารBบอเนท ค�าพีเอช 11.0 ท่ีอุณหภูมิ
ต�างกันต้ังแต� 10-80 องศาเซลเซียส สําหรับการทดสอบความเสถียรของเอนไซมBจะวัดแอคติวิตีของเอนไซมBคงเหลือ
หลังจากบ�มท่ีอุณหภูมิต�างกันเป6นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยใช�ผลการทดลองที่ให�ค�าแอคติวิตีสูงท่ีสุดเทียบเป6นร�อยละ 
100 

(ก) 

(ข) 
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4.4.2.3 ผลของตัวทําละลายอินทรีย%ต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

เอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis มีความเสถียรในตัวทําละลายที่ไม�มีข้ัว คือ เบนซีน เฮกเซน 
เฮปเทน เดดเคน และเฮกซาเดคเคน ได�นานถึง 72 ช่ัวโมง ขณะท่ีตัวทําละลายอินทรียBท่ีมีข้ัวส�งผลยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซมBไปครึ่งหน่ึง ดังแสดงในตารางท่ี 11 

ตารางที่ 11 ผลของตัวทําละลายอินทรียBต�อความเสถียรของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis 

ตัวทําละลายอินทรียB log P o/w 
ร�อยละแอคติวิตีคงเหลือ* 

6 ชม. 12 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 

ชุดควบคุม  
(ไม�มีตัวทําละลายอินทรียB) 
เมทานอล 
เอทานอล 
ไอโซโพรพานอล 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอลB 
เบนซีน 
เฮกเซน 
เฮปเทน 
เดคเคน 
เฮกซาเดคเคน 

- 
 
-0.8 
-0.24 
0.05 
1.1 
2.0 
3.6 
4.0 
5.6 
8.8 

100 
 

63 
63 
55 
95 
100 
148 
99 
105 
102 

100 
 

59 
68 
54 
93 
98 
100 
98 
99 
101 

100 
 

56 
60 
54 
92 
97 
98 
97 
95 
100 

100 
 

50 
57 
53 
87 
89 
97 
96 
95 
99 

100 
 

50 
53 
52 
84 
89 
92 
90 
94 
95 

*ค�าแอคติวิตีที่วัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียB
ต�างกันเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง  

4.4.2.4 ผลของสารเคมีต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

การบ�มเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ในสภาวะที่มีโลหะไอออนและตัวยับย้ังต�างกัน เป6น
เวลาต�างกันพบว�า ไอออนโลหะทุกชนิดส�งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซมBเพียงเล็กน�อย ขณะท่ีตัวยับย้ัง EDTA, 
DTT และ PMSF ส�งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซมBประมาณร�อยละ 20 เมื่อทําการบ�มเป6นเวลา 48 ช่ัวโมง ดัง
แสดงในตารางท่ี 12  
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ตารางที่ 12 ผลของไอออนโลหะและตัวยับย้ังต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis 

ไอออนโลหะและตัวยับย้ัง 
ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 

1 ชม. 6 ชม. 12 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 
ชุดควบคุม  
(ไม�มีไอออนโลหะหรือตัวยับย้ัง) 
Na+ 
Ba2+ 
Ca2+ 
Mg2+ 
Hg2+ 
EDTA 
DTT 
PMSF 

100 
 

99 
97 
98 
103 
105 
95 
105 
104 

100 
 

92 
93 
92 
101 
97 
91 
99 
93 

100 
 

91 
93 
92 
93 
87 
85 
93 
86 

100 
 

85 
87 
92 
93 
85 
82 
93 
75 

100 
 

85 
83 
87 
90 
77 
76 
88 
58 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีไอออนโลหะและตัว
ยับย้ังชนิดต�างกัน ความเข�มข�น 1 มิลลิโมลารB ที่เวลาต�างกัน  

4.4.2.5 ผลของดีเทอร%เจนท% สารออกซิไดส% และสารฟอกขาวต'อแอคติวิตีของเอนไซม%โปรติเอส 

ดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต�อปริมาตร) ไม�ส�งผล
ยับย้ังการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ดังแสดงในตารางที่ 13 ซ่ึงให�ผลในทํานองเดียวกันกับ
ในสภาวะที่มีสารฟอกขาวชนิดต�างๆ ท่ีระดับความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต�อปริมาตร) และเมื่อติดตาม 
แอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวความเข�มข�นสูงข้ึนพบว�า แอคติวิตีของเอนไซมBจะมีค�าลดลง
ตามความเข�มข�นของสารฟอกขาวที่เพิ่มข้ึน แต�เอนไซมBยังคงเร�งปฏิกิริยาได�มากกว�าร�อยละ 70 และร�อยละ 50 เมื่อ
เพิ่มความเข�มข�นของสารฟอกขาวเป6นร�อยละ 5 และร�อยละ 10 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต�อปริมาตร) ตามลําดับ ดังสรุป
ในตารางท่ี 14 

ตารางที่ 13 ผลของดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสBต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis 

ดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 
ชุดควบคุม 
(ไม�มีดีเทอรBเจนทBและสารออกซิไดสB) 
H2O2 
SDS 
Triton X-100 
Tween 80 

100 
 

120 
100 
102 
97 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทBและสาร
ออกซิไดสBชนิดต�างกัน ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนัก (ปริมาตร) ต�อปริมาตร) เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง  
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ตารางที่ 14 ผลของสารฟอกขาวต�อแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis 

สารฟอกขาว ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธB* 
ร�อยละ 1 ร�อยละ 5 ร�อยละ 10 

ชุดควบคุม (ไม�มีสารฟอกขาว) 
Nitriloriacetic acid trisodium salt 
monohydrate  
Sodium dihydrogen 
orthophosphate monohydrate  
Sodium carbonate anhydrous  
Sodium carboxymethyl cellulose 
Sodium perborate tetrahydrate 
Sodium percaborate  
Sodium pyrophosphate tetrabasic  
Sodium p-toluene sulfonate  
Sodium silicate  
Sodium tripolyphosphate  
Sodium xylenesulfonate  
Zeolite 

100 
107 

 
95 
 

117 
72 
116 
95 
110 
102 
103 
94 
96 
108 

100 
92 
 

75 
 

101 
70 
88 
86 
80 
71 
102 
73 
77 
77 

100 
82 
 

50 
 

90 
70 
70 
68 
59 
53 
92 
51 
53 
56 

* ค�าแอคติวิตีท่ีวัดได�มาจากการบ�มเอนไซมBบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีสารฟอกขาวชนิด
ต�างกัน ความเข�มข�นร�อยละ 1, 5 และ 10 (นํ้าหนัก (ปริมาตร) ต�อปริมาตร) เป6นเวลา 1 ช่ัวโมง  

4.4.2.6 ความจําเพาะต'อสับสเตรทของเอนไซม%โปรติเอส 

การทดสอบความจําเพาะกับสับสเตรทของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus พบว�า
เอนไซมBชอบที่จะทําปฏิกิริยากับสับสเตรทสังเคราะหBท่ีเป6นกรดอะมิโนท่ีไม�มี ข้ัว L-leucine-p-nitroanilide 
มากกว�าสับสเตรทท่ีเป6นไดเพปไทดBและกรดอะมิโนที่มีประจุ ดังแสดงในภาพที่ 13 

 
ภาพท่ี 13 ความจําเพาะต�อสับสเตรทของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis 
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและวจิารณ%ผลการวจิยั 
 

การฟอกหนังเป6นอุตสาหกรรมท่ีมีการปลดปล�อยสารปนเป:;อนท่ีย�อยสลายทางชีวภาพได�ตํ่าออกมากับนํ้าทิ้ง
ระหว�างกระบวนการฟอกหนังจํานวนมากและนําไปสู�ป?ญหาในการกําจัด หน่ึงในของเสียหลักท่ีมีการปลดปล�อย
ออกมาก็คือสารอินทรียB เช�น โปรตีนและคารBโบไฮเดรต ที่ไปลดปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้าของแหล�งนํ้าใกล�เคียง 
ซึ่งยังไม�สามารถกําจัดได�อย�างสมบูรณBด�วยวิธีทางกายภาพ-เคมี และวิธีการทางชีวภาพ หรือใช�ท้ังสองวิธีร�วมกัน  
โครงการวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะสร�างท�อบําบัดนํ้าท้ิงที่เกิดจากกระบวนการฟอกหนัง เน่ืองจากเอนไซมBโปรติเอสเป6น
เอนไซมBท่ีนิยมนํามาประยุกตBใช�ในการกําจัดสารปนเป:;อนที่เกิดจากกระบวนการฟอกหนังเป6นอันดับหน่ึง ในป'ที่ 1 
ของโครงงานวิจัยน้ีจึงสนใจท่ีคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสที่มีศักยภาพสูง เพื่อนํามาใช�เป6นวัสดุ
ร�วมสําหรับการสร�างท�อบําบัดนํ้าท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังต�อไป จากข�อเท็จจริงที่ว�านิเวศวิทยาใต�ทะเลเป6น
สภาวะที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูงท่ีประกอบด�วยเกลือความเข�มข�นสูง ความดันของนํ้า และอาจพบการ
ปนเป:;อนของโลหะหนัก ด�วยเหตุน้ีแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู�ใต�ทะเลจึงต�องสามารถปรับตัวเพื่อให�อยู�รอดในสภาวะ
แวดล�อมที่แปรปรวนแบบน้ีได� และหากแบคทีเรียสามารถผลิตสารตัวกลางหรือเอนไซมBที่มีความสําคัญต�อการนําไป
ดํารงชีพก็น�าจะมีสมบัติท่ีน�าสนใจซึ่งเป6นประโยชนBต�อการนําไปประยุกตBใช�ทางเทคโนโลยีชีวภาพได�หลากหลาย 
ดังเช�น เคยมีรายงานพบแบคทีเรียใต�ทะเล Bacillus subtilis ที่สามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสทนต�อความเข�มข�น
เกลือสูงได� (Maruthiah et al., 2013) หรือการพบ B. cereus ท่ีสามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสที่ทนต�อตัวทํา
ละลายอินทรียBได� (Shah et al., 2010)  

เมื่อนําตัวอย�างตะกอนทะเลท่ีระดับความลึก 9 เมตรและ 24 เมตร จากบริเวณเกาะจาน เขตแสมสาร อําเภอ
สัตหีบ จังหวัดชลบุรี ท่ีอาจมีการปนเป:;อนจากของเสียและสารพิษที่ปล�อยมาจากนิคมอุตสาหกรรมที่รายล�อมมาทํา
การคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเล พบแบคทีเรียที่มีความแตกต�างของลักษณะโคโลนีปรากฏเม่ือสังเกตด�วยตาเปล�าและ
สามารถขับเอนไซมBโปรติเอสออกมานอกเซลลB จากการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมBโปรติเอสโดยการ
เล้ียงในอาหารแข็งสกิมมิลคB ที่มีส�วนประกอบของโปรตีนเคซีนจากนํ้านม ที่อาศัยหลักการที่ว�าถ�าเซลลBแบคทีเรีย
สามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสออกมาภายนอกเซลลBได� จะต�องไฮโดรไลซBโปรตีนเคซีนในอาหารเล้ียงได�เป6นเพปไทดB
สายส้ันและกรดอะมิโนอิสระที่จะมองเห็นเป6นบริเวณใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (http://www.foodnetwork 
solution. com/wiki/word/1176/protease) จํานวน 2 ไอโซเลท เม่ือยืนยันผลการผลิตเอนไซมBโปรติเอสจากค�า 
แอคติวิตีของเอนไซมBต�อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทอะโซเคซีน พบว�าแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลทให�ค�าแอคติวิตี
ของเอนไซมBโปรติเอสสูงประมาณ 6-7 หน�วยต�อมิลลิลิตร ด�วยเหตุน้ีจึงเลือกแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทมาทําการ
ระบุชนิดตามวิธี API Skill bacterial identification และลําดับนิวคลีโอไทดBในบริเวณอนุรักษBของช้ินยีน 16S 
rRNA ต�อไป ผลการทดลองพบว�าแบคทีเรียท่ีคัดแยกได�คือ Staphylococcus saprophyticus ซึ่งเป6นแบคทีเรีย
ทั่วไปท่ีพบในป?สสาวะของมนุษยB (Hovelius and Mårdh, 1984) และ Bacillus subtilis ที่เคยมีรายงานวิจัย
คล�ายกันของ Das และคณะ ในป' ค.ศ. 2012  สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสจาก
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ชายฝ?�งทะเลเบงกอลตะวันตก ประเทศอินเดีย พบ Bacillus จํานวน 3 สายพันธุBท่ีสามารถผลิตเอนไซมBโปรติเอสได�
คือ B. cereus, B. pumilus และ B. cibi  

การทําบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอสที่ผลิตจาก S. saprophyticus พบว�า เอนไซมBโปรติเอสตกตะกอนได�ดีในช�วง
ความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 70-80 โดยให�ความบริสุทธ์ิของเอนไซมBเพิ่มข้ึน 41 เท�า แต�มีค�า
ร�อยละเอนไซมBคงเหลือเพียง 7.02 ปริมาณเอนไซมBคงเหลือท่ีน�อยมากน้ีอาจเน่ืองมาจากเอนไซมBสูญเสียแอคติวิตี
หลังจากการทําไดอะไลซิส ซ่ึงมีความเป6นไปได�ว�าเอนไซมBอาจต�องการไอออนขนาดเล็กที่สามารถสูญเสียไปได�จาก
การทําไดอะไลซิสช�วยในการเร�งปฏิกิริยา ซ่ึงเป6นลักษณะเฉพาะของเอนไซมBโปรติเอสในแบคทีเรีย (Sana et al., 
2006; Haddar et al., 2009) เมื่อนําสารละลายโปรตีนที่ผ�านการไดอะไลซิสมาทําบริสุทธ์ิต�อด�วยคอลัมนB 
โครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด Sephadex G-75 ได�เอนไซมBบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 70 เท�า และมีเอนไซมBคงเหลือ  
ร�อยละ 12 เมื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมBโปรติเอส โดยการวิเคราะหBด�วยเทคนิค SDS-PAGE พบว�า
เอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus มีขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน สําหรับการทําบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอส
ที่ขับออกจากเซลลBของ Bacillus subtilis พบว�าสามารถทําบริสุทธ์ิเอนไซมBได�ในวิธีที่ค�ลายกัน คือการตกตะกอน
ด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 80-90 และคอลัมนBโครมาโทกราฟ'แบบคัดกรองขนาด Sephadex G-
75 ซ่ึงให�ค�าความบริสุทธ์ิของเอนไซมBเพิ่มข้ึน 14 เท�า และเหลือปริมาณโปรตีนคงเหลือประมาณร�อยละ 4 ซ่ึงให�
ขนาดมวลโมเลกุลของเอนไซมBบริสุทธ์ิประมาณ 30 กิโลดาลตัน 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซมBโปรติเอสบริสุทธ์ิจาก S. saprophyticus พบว�า เอนไซมBสามารถ
ทํางานได�ในค�าพีเอชช�วงกว�างต้ังแต� 3.0 ถึง 12.0 โดยแสดงค�าแอคติวิตีสูงที่สุดท่ีค�าพีเอชเท�ากับ 11.0 และมีความ
เสถียรเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง ในช�วงพีเอชระหว�าง 3.0-12.0 คุณลักษณะดังกล�าวแสดงให�เห็นถึงความสามารถในการ
ทํางานของเอนไซมBในค�าพีเอชช�วงกว�างท่ีแตกต�างจากเอนไซมBโปรติเอสท่ีได�จากแบคทีเรียชนิดอ่ืน การศึกษาผลของ
อุณหภูมิต�อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซมB พบว�าเอนไซมBสามารถทํางานได�ในช�วงอุณหภูมิต้ังแต� 10-90 
องศาเซลเซียส โดยแสดงแอคติวิตีสูงท่ีสุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และไม�มีการเปล่ียนแปลงค�าแอคติวิตีอย�าง
มีนัยสําคัญจนถึงท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เอนไซมBมีความเสถียรเป6นเวลา 72 ช่ัวโมงในช�วงอุณหภูมิสูงต้ังแต� 
60-80 องศาเซลเซียส ในงานวิจัยก�อนหน�าเคยมีรายงานพบเอนไซมBโปรติเอสจาก Staphylococcus sp. มีความ
เสถียรที่อุณหภูมิตํ่ากว�า 40 องศาเซลเซียส และเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียส�วนใหญ�มักมีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการทํางานในช�วง 30-50 องศาเซลเซียส (Houmard and Drapeau, 1972; Akram et al., 2014; Shaw et 
al., 2005) ดังน้ันความสามารถในการทํางานในค�าพีเอชและอุณหภูมิช�วงกว�าง รวมท้ังความเสถียรของเอนไซมBใน
สภาวะดังกล�าวส�งผลให�เอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus สามารถนํามาประยุกตBใช�เป6นตัวเร�งปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพในระดับอุตสาหกรรมได� (Bhunia et al., 2013; Iyer and Ananthanarayan, 2008)  

สําหรับค�าพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต�อการทํางานของเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis คือ ค�าพีเอช 
11.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยเอนไซมBยังคงรักษาความเสถียรได�ดีเป6นเวลา 6 ช่ัวโมง ในช�วงค�าพีเอช
เป6นด�าง ระหว�าง 8.0-11.0 และยังคงทํางานได�ดีท่ีอุณหภูมิสูงต้ังแต� 60-70 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง จึง
สามารถจัดเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ให�อยู�ในกลุ�มของเอนไซมBโปรติเอสชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic 
protease) และเป6นแอลคาไลฟ�ลิกโปรติเอส (alkaliphilic protease) ท่ีนิยมนํามาประยุกตBใช�ในอุตสาหกรรมที่
ต�องการสภาวะที่เป6นด�างและอุณหภูมิสูงในการทํางาน เช�น การผลิตผงซักฟอก (วทัญ�ุตา ภู�โยทิน, 2544) ซึ่งเคย
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มีรายงานพบแอลคาไลฟ�ลิกโปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียกลุ�ม Bacillus หลายสายพันธุB เช�น B. mojavensis A21 
(Haddar et al., 2010) และ B. cereus (Shah et al., 2010) เป6นต�น ผลการทดลองท่ีได�ใกล�เคียงกับผลของ
เอนไซมBโปรติเอสจาก Bacillus sp. ที่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต�อการเร�งปฏิกิริยาคือ 37 องศาเซลเซียส (Patel et al., 
2006) หรือเอนไซมBโปรติเอสของ gamma-Proteobacterium ที่ยังคงรักษาความเสถียรได�ในช�วงอุณหภูมิ 30 - 
70 องศาเซลเซียส (Sana et al., 2006) 

เมื่อทดสอบความเสถียรของเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus และ B. subtilis ในสภาวะท่ีมีตัวทํา
ละลายอินทรียBพบว�าเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลทยังคงรักษาความเสถียรได�ในสภาวะท่ีมีตัวทํา
ละลายอินทรียBแบบไม�มีข้ัว ขณะที่ตัวทําละลายอินทรียBที่มีข้ัวส�งผลต�อความเสถียรของเอนไซมBเพียงเล็กน�อย ท่ีเป6น
เช�นน้ีอาจเน่ืองมาจากตัวทําละลายอินทรียBที่มีข้ัวไปรบกวนความสามารถในการจับกันของเอนไซมBและสับสเตรท 
(Laane et al., 1987) เน่ืองจากส�งผลต�อความสามารถในการละลายของเอนไซมBที่ทําให�เอนไซมBเสียสภาพไป
บางส�วนได� (Sugihara et al., 1991) นอกจากน้ีแอลกอฮอลBสายส้ันๆ ยังมีความสามารถในการละลายท่ีตํ่าใน 
อะโซเคซีน ทําให�ไปก�อตัวเป6นช้ันนํ้าใหม�ท่ีความเข�มข�นปานกลางและยับย้ังการทํางานของเอนไซมBได� (Shimada et 
al., 1999) ซึ่งให�ผลสอดคล�องกับเอนไซมBโปรติเอสของ Bacillus หลายสายพันธุB เช�น Bacillus sp. (Reddy et 
al., 2008) และ B. cereus (Shah et al., 2010) เป6นที่ทราบกันดีว�าในป?จจุบันมีการนําเอนไซมBโปรติเอสมาใช�ใน
กระบวนการสังเคราะหBเพปไทดBและทางเภสัชกรรมเพิ่มมากข้ึน (Rao et al., 1998; Raval et al., 2014) ซ่ึงเป6น
กระบวนการท่ีเร�งปฏิกิริยาในสภาวะที่ไม�มีนํ้า ดังน้ันความเสถียรในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียBท่ีไม�มีข้ัวของ
เอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทจึงเป6นข�อดีที่จะนําเอนไซมBน้ีมาประยุกตBใช�ในอุตสาหกรรมดังกล�าว
ได� 

การศึกษาผลของไอออนโลหะต�อการเร�งปฏิกริยาของเอนไซมBพบว�า การเติมไอออนโลหะลงในปฏิกิริยาของ
เอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus ส�งผลเสริมแอคติวิตีของเอนไซมB ขณะท่ีการมีไอออนโลหะในปฏิกิริยาไม�
ส�งผลต�อการทํางานของเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ผลการทดลองท่ีได�แสดงให�เห็นถึงความเป6นไปได�ที่
เอนไซมBโปรติเอสของแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลทจะจัดอยู�ในกลุ�มของเอนไซมBโปรติเอสทนโลหะ (metal-tolerant 
protease) สําหรับความเสถียรของเอนไซมBในสภาวะที่มีไอออน Ca2+, Mg2+ และ Hg2+ น้ัน เป6นสมบัติท่ีดีต�อการ
ประยุกตBใช�เอนไซมBเป6นส�วนผสมในอุตสาหกรรมการผลิตสารซักล�าง และเป6นไปได�ว�าการจับกันของเอนไซมBกับ
ไอออนโลหะน้ีอาจจะช�วยรักษาความเสถียรของโครงสร�างเอนไซมBและช�วยปGองกันการเสียสภาพเมื่อเจอความร�อน
ได� (Brockerhoff and Jensen, 1974) ผลการทดลองที่ได�ให�ผลที่คล�ายกันกับเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียใต�
ทะเลกลุ�ม gamma-Proteobacterium ที่มีความเสถียรที่ความเข�มข�นของ Na+ ร�อยละ 30 (นํ้าหนักต�อปริมาตร) 
(Sana et al., 2006) และเคยมีรายงานว�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสจะเพิ่มสูงข้ึนในสภาวะท่ีมี Ca2+ ใน
ปฏิกิริยา (Ghorbel et al., 2003) ท่ีเป6นเช�นน้ีอาจเน่ืองมาจากบริเวณเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBโปรติเอสมี 
กรดอะมิโนสําคัญ 3 ตัว คือ เซรีน ฮีสติดีน และแอสปาเตท ซึ่งเป6นกรดอะมิโนในกลุ�มท่ีมีข้ัวหรือมีประจุ ท่ีสามารถ
สร�างสะพานเกลือ (salt bridge) กับเกลือทั้งสองชนิด ทําให�เกิดการส�งถ�ายอิเล็กตรอนในบริเวณเร�งปฏิกิริยาได�ดีข้ึน 
จึงทําให�แอคติวิตีของเอนไซมBเพิ่มสูงข้ึนได� จากสมบัติในการทนเกลือของเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียทั้งสองไอ
โซเลทน้ี สามารถนําไปประยุกตBใช�ในอุตสาหกรรมการฟอกหนัง ท่ีจําเป6นต�องอยู�ในสภาวะท่ีมีความเข�มข�นเกลือสูง
ได� การศึกษาผลของสารเคมีต�อการเร�งปฏิกิริยาของเอนไซมBพบว�าการเติมไอออนโลหะแบบไดวาเลนทB (divalent 
ion) ช�วยเสริมการทํางานของเอนไซมBโปรติเอส โดยให�ผลสอดคล�องกับของเอนไซมBโปรติเอสจาก Bacillus sp. ที่
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แอคติวิตีของเอนไซมBจะเพิ่มสูงข้ึนเมื่ออยู�ในสภาวะท่ีมี Mn2+ ที่ความเข�มข�น 10 มิลลิโมลารB (Jain et al., 2012) 
และจากข�อเท็จจริงที่ว�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอสจะเพิ่มสูงข้ึนเมื่อมีการเติมไอออนประจุบวกที่มีรัศมีไอออน
กว�าง ยกตัวอย�างเช�นการเติม Ca2+ ซึ่งมีขนาดรัศมีไอออนเท�ากับ 0.099 นาโนเมตร สามารถเพิ่มแอคติวิตีของ
เอนไซมBโปรติเอสจาก B. cereus ได� (Shah et al., 2010) ในลักษณะเดียวกันการเติม Mn2+ ซึ่งมีขนาดรัศมีไอออน
เท�ากับ 0.082 นาโนเมตร ก็อาจเป6นสาเหตุที่ทําให�แอคติวิตีของเอนไซมBเพิ่มสูงข้ึนได�เช�นกัน 

สําหรับผลของการเติมสารยับย้ังคือ PMSF DTT และ EDTA ท่ีไม�ส�งผลต�อค�าแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอส 
ของแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลท ท่ีเป6นเช�นน้ีอาจเน่ืองมาจากธรรมชาติในบริเวณแอคทีฟของเอนไซมBโปรติเอสท่ีมี
กรดอะมิโนเซรีนเป6นองคBประกอบ จึงทําให�ทนต�อตัวยับย้ัง PMSF ซึ่งเป6นตัวยับย้ังของเอนไซมBเซรีนโปรติเอส 
(Dharmsthiti et al., 1998) และเม่ือเอนไซมBโปรติเอสของแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทอยู�ในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทB 
พบว�า ดีเทอรBเจนทBชนิดประจุลบ (SDS) และดีเทอรBเจนทBชนิดไม�มีประจุ (Tween-80 และ Triton X-100) รวมทั้ง
สารฟอกขาวแทบจะไม�ส�งผลยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซมBเลยแม�ความเข�มข�นจะสูงถึงร�อยละ 10 ซึ่งเคยมีรายงานที่
คล�ายกันในเอนไซมBโปรติเอสจาก B. alveayuensis (Neelamegam et al., 2013) และ B. mojavensis A21 
(Haddar et al., 2009) รวมทั้งเอนไซมBโปรติเอสจาก B. megaterium (Renganathan et al., 2011) อีกด�วย 
จากสมบัติความเสถียรของเอนไซมBในสารลดแรงตึงผิว ร�วมกับการทํางานได�ดีในสภาวะที่เป6นด�าง ประกอบกับการ
เสริมค�าแอคติวิตีของเอนไซมBเมื่อเติม Ca2+ และ Mn2+ ที่พบได�มากในนํ้ากระด�าง (http://www.foodnet-
worksolution. com/wiki/word /2006/water-hardness) ของเอนไซมBโปรติเอสจากแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลท
น้ีจึงทําให�เหมาะที่จะนําเอนไซมBไปประยุกตBใช�ในอุตสาหกรรมการผลิตผงซักฟอกได�  

แม�การศึกษาเอนไซมBโปรติเอสจาก Staphylococcus sp. และ Bacillus sp. จะมีรายงานมากพอสมควร แต�
ยังไม�เคยมีรายงานถึงเอนไซมBโปรติเอสที่มีคุณลักษณะเฉพาะท่ีน�าสนใจต�อภาคอุตสาหกรรมหลายอย�าง เช�น การ
ทํางานได�ในค�าพีเอชและอุณหภูมิช�วงกว�าง ความเสถียรในสภาวะท่ีมีค�าพีเอชเป6นด�าง ความสามารถในการทน
อุณหภูมิสูง ความเสถียรในตัวทําละลายอินทรียB เกลือ โลหะหนัก ดีเทอรBเจนทB และสารฟอกขาว จึงทําให�เอนไซมB
โปรติเอสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได�ทั้งสองไอโซเลทที่ทําการศึกษาในโครงการวิจัยน้ีมีลักษณะท่ีน�าสนใจมากกว�า
เอนไซมBโปรติเอสที่เคยมีรายงานมาแล�ว และมีความเป6นไปได�สูงท่ีจะนําไปต�อยอดประยุกตBใช�ในระดับอุตสาหกรรม
ต�างๆ รวมท้ังในการบําบัดนํ้าท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังได� 
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บทท่ี 6 
 

สรุปผลการวจิัย 
 

การคัดเลือกแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซมBโปรติเอส พบแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมB
โปรติเอสได� 2 ไอโซเลท ซึ่งสามารถระบุชนิดได�คือ Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus subtilis 
เมื่อทําบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอสจาก S. saprophyticus ด�วยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 
70-80 และคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'แบบคัดกรองขนาด Sephadex G-75 พบเอนไซมBมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 70 
เท�า โดยมีมวลโมเลกุลสัมพัทธBประมาณ 28 กิโลดาลตัน เม่ือวิเคราะหBโดยเทคนิค SDS-PAGE เอนไซมBทํางานได�ดีใน
ค�าพีเอชช�วงกว�างคือ ค�าพีเอช 3.0-12.0 และในช�วงอุณหภูมิ 10-80 องศาเซลเซียส และมีความเสถียนในช�วงค�า 
พีเอชท่ีเป6นด�างคือ ค�าพีเอช 6.0-9.0 เป6นเวลา 6 ช่ัวโมง และยังคงรักษาความเสถียรได�ในช�วงอุณหภูมิสูง 60-80 
องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง โลหะไอออน (Na+, Ba2+, Ca2+, Mg2+, Hg2+) ไม�ส�งผลต�อแอคติวิตีของเอนไซมB
แต�กลับเสริมการทํางานของเอนไซมB นอกจากน้ียังพบว�าเอนไซมBมีความเสถียรในสภาวะท่ีมีดีเทอรBเจนทB เช�น SDS, 
H2O2 และ Zeolite รวมทั้งรักษาความเสถียรได�ในตัวทําละลายอินทรียBที่ไม�มีข่ัว เช�น เบนซีน เฮกเซน เฮกซา- 
เดคเคน อีกด�วย 

สําหรับการทําบริสุทธ์ิเอนไซมBโปรติเอสจาก B. subtilis ด�วยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว
ร�อยละ 80-90 และคอลัมนBโครมาโทรกราฟ'แบบคัดกรองขนาด Sephadex G-75 พบเอนไซมBมีความบริสุทธ์ิ
เพิ่มข้ึน 14 เท�า และมีขนาดมวลโมเลกุลสัมพัทธBโดยประมาณเท�ากับ 30 กิโลดาลตัน เอนไซมBสามารถเร�งปฏิกิริยา
ได�ดีกับสับสเตรทอะโซเคซีนท่ีค�าพีเอช 11.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยมีความเสถียรในค�าพีเอชช�วงด�าง
คือ ค�าพีเอช 8.0-11.0 เป6นเวลา 6 ช่ัวโมง และในช�วงอุณหภูมิสูง 60-70 องศาเซลเซียส เป6นเวลา 72 ช่ัวโมง 
นอกจากน้ียังพบว�าตัวยับย้ัง ดีเทอรBเจนทB และสารฟอกขาว ไม�ส�งผลต�อการทํางานของเอนไซมB และเอนไซมBยังคง
รักษาความเสถียรได�ในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรียBท่ีไม�มีขั้วและโลหะไอออนอีกด�วย 
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ภาคผนวกท่ี 1 
 

กราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบมูินและวธิกีารคาํนวณความเข&มข&นของโปรตนี 

 
จากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (BSA) ได�สมการเส�นตรงที่มีค�าพารามิเตอรBคือ 
ความชันของกราฟ = 0.82และค�า R2 = 0.99ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณปริมาณโปรตีนของสารละลาย 
ตัวอย�าง (มิลลิกรัม) ได�จากสมการ 

A=εbc 
โดยที่ A = ค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร (A595) 

ε = ความชันของกราฟที่มีค�าเท�ากับ0.82 
b = ระยะทางท่ีแสงเคล่ือนที่ (ความกว�างของคิวเวต) ซึ่งมีค�าเท�ากับ 1 เซนติเมตร  
c = ความเข�มข�นของโปรตีน (มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร) 
 

ความเข�มข�นโปรตีน =    ค�าการดูดกลืนแสง A595ของตัวอย�าง–ค�าการดูดกลืนแสงA595ของตัวควบคุม 
ความชันของกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน 

ปริมาณโปรตีนท้ังหมด = ความเข�มข�นโปรตีน x ปริมาตรทั้งหมดของสารละลายส�วนใสที่เก็บได� 
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ภาคผนวกท่ี 2 
 

กราฟมาตรฐานของแอล-ไทโรซีน วิธีการคํานวณแอคติวติขีองเอนไซม%โปรติเอส 

และค'าพารามิเตอร%ต'างๆ 
 

 
 

จากกราฟมาตรฐานของแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) ได�สมการเส�นตรงที่มีค�าพารามิเตอรBคือ ความชันของ
กราฟ = 4.77และค�า R2 = 0.99 ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณแอคติวิตีของเอนไซมBโปรติเอส (หน�วยต�อมิลลิลิตร) ได�
จากสมการต�อไปน้ี 

1 หน�วยเอนไซมB =       (ค�าการดูดกลืนแสง A660ของตัวอย�าง x ปริมาตรท้ังหมดท่ีเกิดปฏิกิริยา) 
   (ความชันของกราฟมาตรฐานแอล-ไทโรซีนx ปริมาตรเอนไซมBที่ใช� × เวลาที่ใช�ทํา 
   ปฏิกิริยา (นาที) ) 

 1 หน�วยเอนไซมB = ปริมาณเอนไซมBท่ีสามารถเร�งปฏิกิริยาการสลายอะโซเคซีน ได�ผลิตภัณฑBเป6น 
ไทโรซีนอิสระ 1 มิลลิกรัมในเวลา 1 นาที 

 แอคติวิตีท้ังหมด (หน�วย) = แอคติวิตีเอนไซมB (หน�วยต�อมิลลิลิตร) x ปริมาตรทั้งหมด (มิลลิลิตร) 

 แอคติวิตีจําเพาะ (หน�วยต�อมิลลิกรัม) = แอคติวิตีเอนไซมBโปรติเอสท้ังหมด/ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

วิธีการคํานวณหาค�าพารามิเตอรB 

1. การคํานวณหาร�อยละปริมาณเอนไซมBคงเหลือ = แอคติวิตีทั้งหมดจากแฟรคช่ันน้ันๆ (หน�วย) x 100   

                                                    แอคติวิตีท้ังหมดของส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�น (หน�วย) 
2. การคํานวณความบริสุทธ์ิของเอนไซมB =     แอคติวิตีจําเพาะของแฟรคชันน้ันๆ (หน�วยต�อมิลลิกรัม) 

                                     แอคติวิตีจําเพาะของส�วนสกัดเอนไซมBโปรติเอสเริ่มต�น (หน�วยต�อมิลลิกรัม) 
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ภาคผนวกท่ี 3 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช&ตามความเข&มข&นอ่ิมตวัต'างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม%ปริมาตรหนึ่งลิตร 

   

ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

0 27 55 84 113 144 176 208 242 277 314 

5  27 56 85 115 146 179 212 246 282 

10   28 57 86 117 149 182 216 251 

15    28 58 88 119 151 185 219 

20     29 59 89 121 154 188 

25      29 60 91 123 157 

30       30 61 92 126 

35        30 62 94 

40         31 63 

45          31 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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ภาคผนวกท่ี 3 (ต'อ) 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช&ตามความเข&มข&นอ่ิมตวัต'างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม%ปริมาตรหนึ่งลิตร 

      
ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

0 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761 

5 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723 

10 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685 

15 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647 

20 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609 

25 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571 

30 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533 

35 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495 

40 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457 

45 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419 

50 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381 

55  33 66 101 138 175 215 256 298 343 

60   33 67 103 140 179 219 261 305 

65    34 69 105 143 183 224 266 

70     34 70 107 146 186 228 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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ภาคผนวกท่ี 3 (ต'อ) 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช&ตามความเข&มข&นอ่ิมตวัต'างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม%ปริมาตรหนึ่งลิตร 

      
ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

75      35 72 110 149 190 

80       36 73 112 152 

85        37 75 114 

90         37 76 

95          38 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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